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RESUMO

CARVALHO, Gisele Queiroz, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de
2008. Estudo de alguns marcadores inflamatérios e de sindrome metabdlica em
adolescentes com sobrepeso e naquelas metabolicamente obesas de peso normal.
Orientadora: Maria do Carmo Gouveia Peluzio. Co-orientadores: Sylvia do Carmo
Castro Franceschini, Sérgio Oliveira de Paula e Silvia Eloiza Priore.

A inflamacao cronica subclinica se configura como nova sindrome relacionada com
o desenvolvimento da resisténcia insulinica. O tecido adiposo aparece como
importante o0rgdo responsavel pelo aumento da expressdo de substancias
inflamatorias, contribuindo para o desenvolvimento desta sindrome. Pouco se sabe
sobre essa condicao em adolescentes com excesso de gordura corporal. O objetivo
este estudo foi avaliar o perfil inflamatério de adolescentes do género feminino pos-
puberes com sobrepeso e nas “metabolicamente obesas de peso normal”, e de
adolescentes com sobrepeso resistentes a insulina. Também foi intuito verificar a
relacdo entre a expressdo periférica dos mediadores TNF-a, IL-6 e IL-10 e os
parametros relacionados com a sindrome metabdlica. Foram avaliadas 72
adolescentes do género feminino pds-puberes, de 14 a 17 anos de idade, divididas em
3 grupos: eutroficas (G1), “metabolicamente obesas de peso normal” (G2) e
sobrepeso (G3). Coletaram-se dados relacionados aos parametros da sindrome
metabolica: circunferéncia da cintura, glicemia de jejum, insulinemia de jejum,
resisténcia insulinica, triglicerideos, HDL, pressao arterial sistolica e diastolica. Apos
a aferi¢do dos pardmetros bioquimicos, do grupo de adolescentes com sobrepeso
foram selecionadas 10 adolescentes sem resisténcia insulinica, as quais constituiam o
grupo controle (Si), e 10 adolescentes com resisténcia insulinica (Ri). Avaliou-se a
expressdao dos mediadores TNF-a, IL-6 ¢ IL-10 nos grupos de estudo, e a correlagdo
desses mediadores com os parametros da sindrome metabolica. Foi possivel constatar
que G2 apresentou valores intermediarios de peso, IMC e %GC em comparacdo com
G1 e G3. Maiores valores de glicemia e de resisténcia insulinica foram verificados
no G2 em relagcdo ao G1, ndo diferindo do G3. G2 apresentou maiores valores de
insulinemia ¢ menores de HDL que G3. Avaliando-se a expressdo periférica das
citocinas do G2 e G3 em relagdao ao G1, G3 apresentou aumento na expressao de
TNF-a e IL-10 de 6% e 31%, respectivamente, e o G2 apresentou aumento de 44%

na expressdo de IL-6, ndo havendo diferencas na expressdo das citocinas entre G2 e

G3. Verificou-se correlacdo positiva entre TNF-a e IL-6, e entre IL-10 e as citocinas
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pro-inflamatoérias nas adolescentes do G2, e nas adolescentes com excesso de
gordura corporal (G2 + G3), e correlagdo positiva entre a IL-6 e glicemia (grupo G2),
e entre IL-6 e triglicerideos (grupo G3). Em relagdo as adolescentes com sobrepeso,
ndo houve diferenca na expressdo das citocinas avaliadas entre os grupos Si e Ri,
embora a expressao periférica de IL-10 no grupo Ri tenha apresentado-se 370%
maior, em relagdo ao grupo Si. Nas adolescentes do grupo Si, IL-6 correlacionou-se
positivamente com IL-10, e negativamente com a insulinemia. IL-10 correlacionou-
se negativamente com glicemia de jejum no grupo Si. No grupo Ri, ndo houve
correlacdo entre a expressdo de citocinas e os parametros relacionados com a
sindrome metabolica. No presente estudo, adolescentes “metabolicamente obesas de
peso normal” apresentaram perfil metabolico, inflamatério e de composi¢do corporal
semelhante a de adolescentes com sobrepeso. Demonstrou-se possivel relagdo entre
IL-6 e glicemia e triglicerideos. A correlacdo positiva entre IL-10 e TNF-a e IL-6,
bem como a maior expressao de IL-10 nas adolescentes com sobrepeso em relagao as
eutroficas, sugere tentativa de inibi¢do da producdo dessas citocinas pela IL-10. Nas
adolescentes com sobrepeso, aquelas resistentes a insulina apresentaram expressao
periférica dos marcadores inflamatorios semelhante aquelas com excesso de peso
sem resisténcia insulinica. O aumento da IL-10, e sua correlacdo negativa com a
glicemia de jejum, indica possivel papel protetor desta citocina no desenvolvimento

de fatores de risco cardiovasculares.
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ABSTRACT

CARVALHO, Gisele Queiroz, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, October
2008. Study of some inflammatory markers and metabolic syndrome in
overweight adolescents and in those metabolic obese normal weight. Adviser:
Maria do Carmo Gouveia Peluzio. Co-advisers: Sylvia do Carmo Castro
Franceschini, Sérgio Oliveira de Paula and Silvia Eloiza Priore.

The subclinical chronic inflammation is confirmed as a new syndrome related to the
development of insulin resistance. The fat tissue appears as important organ
responsible for the increased expression of inflammatory substances, contributing to
the development of this syndrome. This condition in adolescents with excess body fat
is little known. The aim of this study was to evaluate the inflammatory profile of
adolescents in overweight female post-pubescent, in those “metabolic obese normal
weight” adolescents resistant to insulin. It was also a goal to verify the relationship
between peripheral expression of mediators TNF-alpha, IL-6 and IL-10 and the
parameters related to metabolic syndrome. 72 female adolescents in post-pubescent
were evaluated, 14 to 17 years old. They were divided into 3 groups: eutrophic (G1),
“metabolic obese normal weight” (G2) and overweight (G3). Data related to the
parameters of the metabolic syndrome were collected: waist circumference, fasting
plasma glucose, fasting insulin, insulin resistance, triglycerides, HDL, systolic and
diastolic blood pressure. After the measurement of biochemical parameters, 10
overweight adolescents which were not insulin resistant were selected and those
formed the control group (Si), and 10 overweight adolescents with insulin resistance
were also chosen (Ri). It was evaluated the expression of mediators TNF-alpha, IL-6
and IL-10 in groups of study, and the correlation of these cytokines with the
parameters of the metabolic syndrome. It was observed that G2 had intermediary
values of weight, IMC and %GC in comparison to G1 and G3. Glicemia and insulin
resistance were increased in G2 in comparison to Gl, not differing of the G3.
Insulinemia was increased and HDL was decreased in G2 in comparison to G3.
Evaluating the peripheral expression of citocinas of G2 and G3 in comparison to G1,
G3 had increase of 6% and 31% in expression of TNF-a and IL-10, respectively, and
G2 had increase of 44% in expression of IL-6, without differences in the expression
of cytokines between G2 and G3. There was positive correlation between TNF-o and
IL-6, and between IL-10 and pro-inflammatory cytokines in the adolescents of G2,
and in the adolescents with excess of body fat (G2 + G3), and positive correlation

between IL-6 and glicemia (G2 group), and between IL-6 and triglycerides (G3

X1V



group). Considering overweight adolescents, there was no difference in the
expression of cytokines evaluated among Si and Ri groups, although peripheric
expression of IL-10 in the Ri group was 370% larger, regarding the Si group. In the
adolescents of the Si group, IL-6 was positively correlated with IL-10, and
negatively with insulinemia. IL-10 was negatively correlated with fast glicemia in
the Si group. In the Ri group, there was no correlation between expression of
cytokines and the parameters related with the metabolic syndrome. In the present
study, “Metabolic obese normal weight” adolescents had metabolic profile,
inflammatory profile and body composition similar to adolescents with overweight.
It demonstrated the possible relation between IL-6 and glicemia and triglycerides.
The positive correlations between IL-10 and TNF-a, IL-10 and IL-6, as well as the
increased expression of IL-10 in overweigh adolescents regarding the eutrophic,
suggests an attempt to inhibition the production of these citocinas by IL-10.
Overweight adolescents with insulin resistance had similar peripehric expression to
those overweight adolescents without insulin resistance. The increase of IL-10, and
their negative correlation with fast glicémica, can indicate possible protective paper

of this cytokine in the development of cardiovascular risk factors.

XV



1 INTRODUCAO

Com a transi¢do nutricional, um novo perfil epidemioldgico tem preocupado
especialistas e autoridades em saude publica. A diminui¢cdo dos casos de desnutri¢do
e o aumento dos casos de sobrepeso/obesidade e de suas co-morbidades sdo
evidentes em todo o mundo, e o Brasil tem acompanhado essas tendéncias (Diretrizes
Brasileiras de Obesidade, 2007).

A adolescéncia caracteriza-se pela baixa prevaléncia de doengas infecto-
parasitarias, entretanto, as doengas cronicas ndo-transmissiveis tém se destacado
como importantes disturbios que acometem esta populacao (Albano e Souza, 2001).
O aumento da prevaléncia de obesidade na adolescéncia, principalmente no género
feminino, tem preocupado os especialistas, uma vez que ¢ grande a probabilidade de
um adolescente obeso tornar-se um adulto obeso e/ou apresentar aumento da
prevaléncia de diabetes mellitus, dislipidemias, hipertensdo arterial e resisténcia
insulinica na vida adulta (Daniels et al., 2005).

Esta mudanga no perfil nutricional é acompanhada da diminui¢do da pratica
de atividade fisica de lazer e mudangas no padrdo alimentar da populagdo. Em
adolescentes, além da baixa pratica de atividade fisica, o consumo de alimentos ricos
em gorduras saturadas, sal e acucar, e o baixo consumo de frutas e hortaligas,
contribuem para o aumento da obesidade e de suas co-morbidades nesta populagdo
(Garcia et al., 2003; Oehlschlaeger et al., 2004).

E sabido que, tanto a obesidade quanto suas co-morbidades, estdo associadas
com o aumento da morbidade e da mortalidade por doencas cardiovasculares. Estas
estdo entre as maiores causas de mortalidade nos dias atuais em paises desenvolvidos
ou naqueles em desenvolvimento, gerando enormes gastos em saude publica (Santos
et al., 2006).

A sindrome metabdlica € um disturbio complexo caracterizado por alteragdes
metabolicas, dentre as quais alteracdes no metabolismo glicidico, presenga de
dislipidemias, obesidade, hipertensdo arterial, estados pro-trombotico e pro-
inflamatorio. Sua prevaléncia parece acompanhar as tendéncias relatadas para a
obesidade. Ha uma grande preocupacdao com o aumento da prevaléncia desta
sindrome, uma vez que seus componentes sdo considerados fatores de risco para as
doengas cardiovasculares, em especial a doenga aterosclerotica (I Diretriz Brasileira
de Diagnéstico e Tratamento da Sindrome Metabolica, 2005). Apesar desta sindrome

apresentar baixa prevaléncia em adolescentes, e de ndo existir um critério especifico



de classificagdo para esta populacdo, varios componentes da sindrome metabodlica
tém sido relatados nestes individuos, como resultado do aumento da prevaléncia de
obesidade nesta faixa etaria (Gilardini et al., 2006).

A resisténcia insulinica, caracterizada como uma diminui¢do da agdo da
insulina nos tecidos periféricos, corresponde ao principal componente desta
sindrome. Isto porque a hiperinsulinemia, resultante da resisténcia insulinica, ¢
responsdvel pelo desenvolvimento dos componentes da sindrome metabolica
(Carvalheira e Saad et al., 2006). A resisténcia insulinica parece ser resultante da
obesidade, principalmente a obesidade central (St-Onge et al., 2004).

A associagdo entre obesidade e resisténcia insulinica pode ser devido a
presengca de um estado pro-inflamatoério subclinico. Atualmente, a obesidade vem
sendo designada como uma doenga inflamatdria cronica subclinica, tendo em vista a
capacidade do tecido adiposo em sintetizar mediadores envolvidos no processo de
inflamagdo. Tanto citocinas pro-inflamatorias quanto as antiinflamatorias sao
secretadas por esse tecido, e parecem desencadear um processo de inflamacao
subclinica sistémica. Dessa forma, quanto maior a quantidade de tecido adiposo
presente no individuo, maiores os niveis de substancias pro-inflamatdrias produzidas
pelo tecido adiposo e maiores os niveis destas substancias na corrente sanguinea
(Kapiotis et al., 20006).

A inflamagdo cronica subclinica parece ser elo entre obesidade e resisténcia
insulinica, podendo ser um importante fator de risco para o desenvolvimento dos
distarbios encontrados na sindrome metabdlica. Individuos com sindrome metabolica
apresentam elevados niveis de citocinas e moléculas de adesao, indicando a presenca
de inflamagdo subclinica e, possivelmente, de disfun¢do endotelial nesta populacdo
(Festa et al., 2000; Shoelson et al., 2006).

Em virtude da importancia do tecido adiposo no desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, a composi¢do corporal tem sido relatada como um importante
parametro a ser avaliado (De Lorenzo et al., 2007). Apesar de estar diretamente
associada com a adiposidade, pouco se sabe sobre a relagdo entre a expressdo de
marcadores inflamatorios e a composi¢ao corporal, principalmente em adolescentes.

Um campo interessante para estudos parece ser a avaliacdo da expressao dos
marcadores inflamatorios em individuos com peso corporal normal de acordo com a
estatura, género e idade e com excesso de gordura corporal total, em especial na
populacdo adolescente. Estudos indicam que individuos com peso corporal normal e

elevado percentual de gordura corporal apresentam distarbios metabdlicos



semelhantes aos encontrados em individuos obesos, ou seja, naqueles com peso e
gordura corporal elevados (Conus et al., 2004; De Lorenzo et al., 2006; De Lorenzo
et al., 2007).

Sendo a inflamagao subclinica um dos principais determinantes da resisténcia
insulinica, e das alteracdes ocorridas na sindrome metabdlica, o diagnostico precoce
destas alteragdes e a compreensdo dos componentes que influenciam a progressao
destes distarbios em adolescentes podem ser eficazes na prevencdo do
desenvolvimento de doencas cardiovasculares na vida adulta.

Pretende-se com este estudo avaliar a relagdo entre a presencga de adiposidade
elevada e sua correlacdo com alguns pardmetros bioquimicos, além da expressao dos
mediadores inflamatorios TNF-a, IL-6 e IL-10, mesmo que estejam em condi¢ao
subclinica.

O conhecimento da dindmica do processo inflamatério em adolescentes com
excesso de peso pode contribuir para que ag¢des de prevencdo possam ser
desenvolvidas, a fim de se evitar complica¢des futuras e o conseqiiente aumento da
demanda dos servigos de satide publica no controle e tratamento destas doencas, que

na maioria das vezes sao evitaveis.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Inflamacé@o croénica subclinica em adolescentes: papel do tecido adiposo no
desenvolvimento de doencas cronicas ndo-transmissiveis.

Carvalho, G.Q.; Pereira, P.F; Serrano, H.M.S; Franceschini, S.C.C.; De Paula, S.O.;
Priore, S.E; Peluzio, M.C.G.

Resumo

A obesidade se caracteriza como epidemia mundial, sendo cada vez maior a
prevaléncia e cronicidade deste distirbio em individuos jovens. Em criangas e
adolescentes, a obesidade aumenta o risco de desenvolvimento de comorbidades na
idade adulta. Atualmente, o excesso de tecido adiposo tem sido associado ao
desenvolvimento de inflamacdo cronica subclinica e, consequentemente, de
aterosclerose e resisténcia insulinica. Em virtude da importancia do tecido adiposo
no desenvolvimento de doencas cardiovasculares, este tecido tem sido cada vez mais
estudado. A inflamagao subclinica tem sido considerada o elo entre obesidade e
sindrome metabolica. Pouco se sabe a relacdo entre essas patologias em populagdes
jovens. Esta revisdo trata da relagdo entre obesidade e presenca de doengas cronicas
nao-transmissiveis em adolescentes. Também discorre sobre o papel do tecido
adiposo no desenvolvimento de inflamagao subclinica, enfocando individuos obesos
e “metabolicamente obesos de peso normal”, em especial, os adolescentes.

Palavras-chave: Adolescentes, obesidade, tecido adiposo, sindrome metabodlica,

inflamacao subclinica.



ABSTRACT

Subclinical inflammation in adolescents: paper of the adipose tissue in the
development of the non-communicable chronic diseases.

Carvalho, G.Q.; Pereira, P.F; Serrano, H.M.S; Franceschini, S.C.C.; De Paula, S.O.;
Priore, S.E; Peluzio, M.C.G.

The obesity characterizes as world epidemic, with increase prevalence and cronicity
of this disturbance in young individuals. In children and teenagers, the obesity
increases the risk of development of comorbidades in the adult age. Nowadays, the
excess of adipose tissue is associated to the development of subclinical chronic
inflammation, atherosclerosis and insulin resistance. In view of the importance of the
adipose tissue in the development of cardiovascular diseases, this tissue has been
very studied. The inflammation has been considered the link between obesity and
metabolic syndrome. Little is knows the relation between these pathologies in young
populations. This revision focuses upon the relation between obesity and presence of
non-communicable chronic diseases in adolescents. It also runs about the paper of
the adipose tissue in the development of subclinical inflammation, focusing obese
and “metabolically obese individuals of normal weight”, especially, the teenagers.

Key-words: Adolescents, obesity, adipose tissue, metabolic syndrome, subclinical

inflammation.



2.1 Doencas cronicas na adolescéncia

2.1.1 Caracterizacao da adolescéncia

A adolescéncia, periodo de transi¢do que se inicia com a puberdade, ¢
marcada por dindmicas mudangas fisioldgicas e psicoldgicas (Daniels et al., 2005).
Fisiologicamente a adolescéncia ¢ uma fase de grande importancia, pois nela ocorre
o denominado "segundo estirdo de crescimento", que corresponde a ultima fase de
desenvolvimento acelerado da vida do individuo. Dessa maneira, acontece o
incremento estatural final, a definicdo das formas do corpo, a maturacdo sexual e
Ossea. Nesta fase, sdo adquiridos cerca de 50% do peso corporal e 20-25% da
estatura de um individuo. As alteragdes na composi¢ao corporal sdo distintas entre os
géneros. Enquanto nas meninas ocorre o acimulo de gordura corporal, os meninos
tendem a ganhar maior quantidade de massa muscular (Mascarenhas et al., 2005).

Durante a adolescéncia ocorre o desenvolvimento dos oOrgdos sexuais,
sendo evidenciado o desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias. O
estagio de maturacdo sexual ¢ determinado por fatores genéticos e ambientais,
apresentando importante varia¢ao interindividual quanto ao periodo de iniciagdao e
duracdo das transformagdes. Desse modo, € possivel a presenca de adolescentes com
idades semelhantes que estejam em diferentes estagios da maturagdo sexual. Estima-
se que o inicio e o desenrolar do processo de maturacao sexual envolva o periodo de
10 e 14 anos (Moreira et al., 2004; Oliveira e Veiga, 2005). A menarca ¢ considerada
o marcador da maturacdo sexual em meninas, periodo no qual ocorre
desenvolvimento sexual e inicio da desaceleragdo do crescimento (Vitalle et al.,
2003).

Diversas caracteristicas bioldgicas como crescimento estatural, ganho de
peso, desenvolvimento muscular e alteragdes bioquimicas sdo influenciadas pelo
estdgio de maturagdo sexual (Mascarenhas et al., 2005). A composi¢do corporal e,
mais especificamente, a adiposidade, parece ser dependente do estagio de maturagao
sexual. Em meninas, existe uma relagdo direta entre incremento de adiposidade e
maturacao sexual (Moreira et al., 2004). Assim, torna-se importante a avaliagdo do
estdgio de maturagdo sexual para interpretagdo dos dados antropométricos e
conseqliente determinag¢do do estado nutricional de adolescentes (Oliveira e Veiga,
2005).

A adolescéncia pode ser divida teoricamente por faixas etarias, de acordo

com a velocidade em que ocorrem os processos de estirdo e maturagdo sexual



(Tuliano et al., 2004). Dos 10 aos 14 anos de idade consiste na fase inicial da
adolescéncia, momento de maior crescimento estatural e de maturacdo sexual
decorrentes da rapida elevagdo da secrecdo de hormonios. A fase final da puberdade,
ou fase tardia, compreende a faixa etdria de 15 a 19 anos e ¢ caracterizada pela
desaceleragdo destes processos. O incremento estatural e as mudangas caracteristicas
da adolescéncia diminuem a velocidade de ocorréncia, ou mesmo cessam. Supde-se
que na fase tardia praticamente todos os adolescentes passaram pelo rapido estirdo, e
se encontram em uma fase de grande estabilizacdo em relacdo & sua composi¢do

corporal (Garcia et al., 2003; Iuliano et al., 2004).

2.1.2 Obesidade

A obesidade ¢ considerada a deposi¢do excessiva de tecido adiposo no
organismo em decorréncia do desequilibrio entre ingestdo e gasto energético. O
excesso de tecido adiposo € responsavel por alteragdes metabdlicas, € associa-se ao
maior risco de desenvolvimento de comorbidades, como: dislipidemias, resisténcia
insulinica, diabetes mellitus e hipertensdo arterial. Considerada epidemia mundial,
sua prevaléncia e cronicidade atingem niveis alarmantes tanto em adultos quanto em
criangas. A obesidade tem se elevado nos dias atuais tendo em vista o aumento do
sedentarismo e da adocdo de praticas alimentares inadequadas, como o elevado
consumo de alimentos ricos em gorduras, principalmente as saturadas, acucar
refinado, bem como o menor consumo de frutas, hortalicas e cereais integrais (WHO,
1998; Diretrizes Brasileiras de Obesidade, 2007).

Sdo intimeras as enfermidades e complicagdes provenientes da obesidade,
incluindo dificuldades respiratorias, problemas dermatoldgicos, distirbios do
aparelho motor e desenvolvimento de doencas cronicas nao-transmissiveis
(Monteiro, 2000). Segundo Francischi et al. (2000), o aumento de 10% no peso
corporal pode aumentar 6,0 mmHg na pressdo sistolica e 4,0 mmHg na pressao
diastdlica. Ja o individuo que possui peso 20% superior ao peso desejavel pode ter
um aumento de 20% de chances de morrer por todas as causas e o risco de
mortalidade por diabetes mellitus praticamente dobra. Para esse mesmo individuo
aumentam, ainda, em 40% as chances de desenvolver disfungdo da vesicula biliar e
em 25% o risco de desenvolvimento de doengas cardiovasculares. Quando o aumento
de peso ¢ superior a 40% do peso desejavel, os riscos de mortalidade sdo de 55%, o
risco de morte por diabetes mellitus ¢ quatro vezes maior e as chances de

desenvolvimento de doencas cardiovasculares aumentam em 70%.



A adolescéncia ¢ caracterizada por baixa prevaléncia de doencas infecto-
parasitaria, entretanto, as doencas cronicas ndo-transmissiveis t€ém se destacado como
importantes disturbios que acometem esta populagdo (Albano e Souza, 2001). A
adolescéncia ¢ um periodo critico, pois alteragdes ocorridas nesta fase da vida podem
persistir durante a vida adulta (Frutuoso et al., 2003). Segundo Daniels et al. (2005),
mais de 80% dos adolescentes obesos serdo adultos obesos. Entretanto, independente
dos efeitos da obesidade infantil no Indice de Massa Corporal (IMC) em adultos, o
aumento da obesidade na adolescéncia aumenta o risco de morbidade na vida adulta
(Koletzko et al., 2002). Assim, a adolescéncia pode ser uma importante fase para
possiveis intervencdes na prevengao das morbidades.

O aumento da prevaléncia de sobrepeso/obesidade segue as tendéncias
relatadas para a populacdo adulta no Brasil. Enquanto a prevaléncia de desnutri¢do
foi reduzida em 50%, o sobrepeso dobrou na populacdo de brasileiros com idade
inferior a 20 anos no periodo de 1975 a 1997 nas regides sudeste e nordeste (Brandao
et al.,, 2005). O aumento da prevaléncia da obesidade nesta populagdo reflete um
balanco energético positivo, seja por aumento do consumo calérico ou por reducio
do dispéndio energético, ou ambos (Albano e Souza, 2001). Nos Estados Unidos,
mais de 15% dos adolescentes entre 12 a 19 anos estdo acima do peso (Baker et al.,
2005).

Estudos apontam para um inadequado consumo alimentar pelos adolescentes,
com preferéncia de alimentos de alto valor calérico, ricos em gordura saturada,
colesterol, actcar e sal, além da ingestdo de quantidades reduzidas de alimentos ricos
em fibras, vitaminas e minerais, como frutas, hortalicas e cereais integrais (Vieira et
al., 2002; Garcia et al.; 2003; Tuliano et al., 2004). Mesmo quando os vegetais estdo
presentes na alimentacdo dos adolescentes, a quantidade ingerida ndo ¢ suficiente
para atender as demandas de micronutrientes, especialmente de vitaminas A ¢ C
(Vitolo, 2003).

Associado ao inadequado consumo alimentar, o aumento do sedentarismo
imposto pela sociedade moderna e verificado em adolescentes contribui para o
agravamento do estado nutricional desta populagdo. A reduzida pratica de atividade
fisica contribui para a reducao do gasto energético, responsavel pelo aumento do
sobrepeso/obesidade, e esta associado ao aumento da prevaléncia de dislipidemias,
alteracdes no metabolismo da glicose e aumento da pressdo arterial (Silva e Malina,

2000; Oehlschlaeger et al., 2004).
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Apesar de pouca informagdo acerca das conseqiiéncias da obesidade na
infancia e adolescéncia, ¢ consenso que os efeitos desta doenca sdo similares em
criangas e adultos, sendo de curto e médio prazo na infancia, podendo se estender na
vida adulta (Koletzko et al., 2002; Daniels et al., 2005). E grande a probabilidade de
um adolescente obeso tornar-se um adulto obeso e/ou apresentar aumento da
prevaléncia de dislipidemia, hipertensao, diabetes e resisténcia insulinica na idade
adulta (Albano e Souza, 2001; Kelishadi et al., 2006).

Segundo Monteiro et al. (2000), o sobrepeso e a obesidade na adolescéncia
sdo considerados fatores de risco para desenvolvimento de doengas cardiovasculares,
cancer e artrite na vida adulta. Entretanto, hd evidencias acerca da presenca de
dislipidemias e hipertensdo ja em adolescentes. De acordo com Oliveira et al. (2004)
pelo menos 60% das criancas e adolescentes com excesso de peso apresentam pelo
menos um fator de risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares como
hipertensao, dislipidemia ou hiperinsulinemia, e 20% apresentam dois ou mais

fatores de risco.

2.1.3 Sindrome metabdlica

A sindrome metabolica corresponde a uma série de alteragdes hemodinamicas
e metabdlicas, freqiientemente presentes no individuo obeso. E representada por um
conjunto de fatores de risco cardiovascular geralmente associados a deposi¢do
central de gordura e a resisténcia a insulina. Segundo a Organizacdo Mundial de
Salude (OMS), caracteriza-se por alteragdo no metabolismo da glicose (redugdo da
tolerancia a glicose/diabetes mellitus) e/ou resisténcia insulinica, além de dois ou
mais dos seguintes fatores: hipertensdo arterial sist€émica, obesidade de distribui¢ao
central, IMC elevado, microalbuminuria, valores reduzidos de HDL-colesterol e
hipertrigliceridemia (WHO, 1998; I Diretriz Brasileira de Diagndstico e Tratamento
da Sindrome Metabolica, 2005). Autores relatam que a presenca de sindrome
metabolica pode aumentar em duas a trés vezes o risco de morbidade cardiovascular,
quando comparado com individuos sem a sindrome (Filho et al., 2006).

Os parametros diagnosticos mais utilizados na pratica clinica para a sindrome
metabolica foram relatados em 2001 pelo National Cholesterol Education Program —
Adult Pannel Il (NCEP-ATPIII), o qual ndo exige a comprovagdo de resisténcia
insulinica, j& que este ¢ um parametro pouco viavel na pratica clinica (NCEP, 2001).
Nesse sentido, o NCEP-ATPIII tém enfatizado a importancia da avaliacdo da

circunferéncia abdominal de modo a se estimar a adiposidade na premissa que este é
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o indice que mais se relaciona com a resisténcia a insulina e suas conseqiiéncias. Este
também ¢ o critério recomendado pela I Diretriz Brasileira de Diagnostico e
Tratamento da Sindrome Metabolica e pela Sociedade Brasileira de Diabetes devido
a sua simplicidade e praticidade (I Diretriz Brasileira de Diagnostico e Tratamento da
Sindrome Metabolica, 2005).

Conseqlientemente ao aumento do sobrepeso/obesidade na populagao
adolescente, a elevagdo da prevaléncia de doengas ou distirbios associados a
obesidade também tem sido relatada. A obesidade aumenta o risco de morbidade e
mortalidade por doencas cronicas nado-transmissiveis e estd associada com o
desenvolvimento de resisténcia insulinica. Dessa forma, aumenta-se o risco de
alteracOes presentes na sindrome metabdlica. Novos casos desta sindrome estdo
sendo diagnosticados como resultado do aumento da adiposidade em adolescentes, e
em especial, do aumento da adiposidade visceral (Kelishadi et al., 2006).

Nao ha consenso sobre a defini¢do de sindrome metabodlica em criangas e
adolescentes. Branddo et al. (2005) relataram a possibilidade de utilizacdo de
parametros semelhantes aos utilizados pelo NCEP-ATPIII para diagnostico da
sindrome metabolica. Neste caso, o indice de Massa Corporal seria utilizado em
substituicdo a circunferéncia abdominal, uma vez que nao hd consenso acerca dos
pontos de corte da circunferéncia abdominal para adolescentes. No estudo de Cook et
al. (2008), avaliando os dados do “National Health and Nutrition Examination
Survey” (NHANES) de 1999-2002, verificou-se que, utilizando diferentes defini¢des
de sindrome metabolica, a prevaléncia de sindrome metabdlica variava de 2,0% a
9,4% no total de adolescentes, ¢ 12,4% a 44,2% em adolescentes obesos.

Utilizando dados do NHANES de 1988-1994, a prevaléncia de sindrome
metabolica em adolescentes foi apresentada, considerando os parametros
recomendados pelo NCEP-ATPIII e adaptando os pontos de corte para adolescentes
(Cook et al., 2003). Neste estudo, cerca de 4% da amostra de adolescentes, e 30%
daqueles obesos, apresentavam sindrome metabdlica.

Existe relagdo direta entre a prevaléncia de obesidade e sindrome metabolica
na adolescéncia, sugerindo que esta sindrome também possa apresentar
comportamento ascendente nos dia atuais (Brandao et al., 2005). De acordo com
Gilardini et al. (2006), a sindrome metabdlica acomete cerca de um quarto das
criangas e adolescentes obesos. Segundo Valle et al. (2002), a aparente associagdo

entre a obesidade e a sindrome metabolica se deve a correlagdo entre a obesidade ¢ a
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resisténcia insulinica, e ao fato de a resisténcia insulinica ser o fator fisiopatologico
mais importante no desenvolvimento das alteracdes da sindrome metabolica.

- Resisténcia Insulinica: A presenga de resisténcia insulinica tem sido relatada

em adolescentes, principalmente naqueles obesos (Dunger et al., 2005). Adolescentes
com intolerancia a glicose possuem maior quantidade de tecido adiposo visceral e
menor quantidade de tecido adiposo subcutaneo, sugerindo que, também na
adolescéncia, hd uma influéncia do tecido adiposo visceral na génese da resisténcia
insulinica (Rodrigez et al., 2004). Segundo Lee et al. (2006), utilizando dados de
adolescentes de 12 a 19 anos participantes do NHANES de 1999-2002, a prevaléncia
de resisténcia insulinica em adolescentes obesos foi de 52,1%. A resisténcia
insulinica ¢ um das primeiras desordens detectadas, e parece preceder o
aparecimento dos demais componentes da sindrome metabolica, como diabetes
“mellitus”, hipertensdo arterial e dislipidemias. A hiperinsulinemia ¢ considerada um
fator comum no desenvolvimento de desordens metabolicas e, dessa forma, um fator

de risco independente para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares na vida

adulta (Sookoian et al., 2005).

- Diabetes Mellitus tipo 2: Antes considerada uma doenga diagnosticada apenas

em adultos, o Diabetes mellitus tipo 2 estd sendo relatada também em criangas e
adolescentes. O aumento da prevaléncia de diabetes mellitus tipo 2 na populagdo
adolescente estd relacionada ao aumento do sobrepeso/obesidade e da resisténcia
insulinica, e da diminuicdo da tolerancia a glicose (Oliveira et al., 2004). Estima-se
que 4% dos adolescentes obesos possuam diabetes mellitus tipo 2 (Baker et al.,
2005).

- Dislipidemias: A presenca de dislipidemias em adolescentes tem sido cada vez

mais freqiiente. A dislipidemia ¢ uma das alteragdes que aparece na adolescéncia e
persistem durante a vida adulta (Rodriguez et al, 2004). Sua relagdo com o
desenvolvimento de aterosclerose ¢ bastante conhecida, sendo importante sua
prevencdo, diagnostico precoce e tratamento. Segundo Valle et al. (2002),
adolescentes obesos apresentavam maiores niveis de insulinemia e de triglicerideos.

- Hipertensdo arterial: A hipertensio no adolescente possui etiologia

multifatorial, sendo influenciada por fatores genéticos, bioldgicos e ambientais. A
obesidade tem sido considerada um importante preditor no desenvolvimento de
hipertensdo nesta faixa etaria (Gaya et al., 2005). Segundo Katona et al (2006),
estudos epidemioldgicos estimam que a prevaléncia de hipertensdo na adolescéncia

esteja entre 0.4 a 12%. Entretanto, apesar da prevaléncia ndo ser muito alta, o
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diagnostico de hipertensdo tem sido importante, uma vez que existe associacao entre
hipertensao na adolescéncia e na vida adulta. A resisténcia insulinica parece ser um
fator importante no aparecimento da hipertensdo, precedendo a elevacdo da pressdo
arterial. Oliveira et al. (2004) e Valle et al. (2002) demonstraram forte correlagdo
entre resisténcia insulinica e elevagao da pressdo arterial em adolescentes. Os valores
de pressdo arterial em adolescentes também parecem ser influenciados pelo estagio

de maturacgdo sexual (Gaya et al., 2005).

2.2 O tecido adiposo como 6rgéo endocrino

2.2.1 Tecido adiposo e inflamag&o subclinica

O tecido adiposo tem sido considerado o elo entre a obesidade e o
desenvolvimento de doengas cronico nao-transmissiveis. Isto porque este tecido,
antes considerado mero reservatdrio energético, hoje ¢ reconhecido como centro
regulador do metabolismo corporal, com importantes fungdes. O tecido adiposo ¢ um
orgao enddcrino muito ativo que, além de sua fungdo energética - estocando calorias
na forma de triglicerideos - secreta uma enorme variedade de proteinas, as quais
estdo envolvidas em processos enddcrinos, paracrinos e/ou autdcrinos (Curat et al.,
2004). Varios sinais, como a liberagdo dos hormonios insulina, cortisol e as
catecolaminas, possuem influéncia direta na secrecdo de substancias pelos
adipocitos. Essas substincias, conhecidas como adipocinas, estdo relacionadas na
regulacao de processos que contribuem para o desenvolvimento de resisténcia a
insulina, hipertensdo arterial, diabetes “mellitus” tipo 2 e dislipidemia (Hermsdorff &
Monteiro, 2004; Filho et al., 2006).

O conceito de tecido adiposo como 6rgao endocrino surgiu em 1994, quando
o tecido adiposo foi descoberto como sendo o principal local de secrecdo da leptina.
A partir de entdo, mais estudos foram realizados neste sentido, sendo hoje
conhecidas mais de 50 diferentes adipocinas com formas estruturais e fungdes
distintas (Trayhurn, 2005).

As adipocinas atuam nas mais diversas fun¢des, regulando o apetite e o
balanco energético, a imunidade, a sensibilidade a insulina, a angiogénese, a pressao
arterial, o metabolismo lipidico e a homeostasia. Em fun¢do disto, o tecido adiposo ¢
considerado um importante 6rgao enddcrino que controla o metabolismo do

organismo. Outro ponto a ser destacado ¢ que todas essas funcgdes estdo direta ou
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indiretamente ligadas ao desenvolvimento de doengas cardiovasculares. Dessa forma,
quando ocorre um desequilibrio na produgdo e/ou atuagdo das adipocinas, pode haver
o aparecimento de doencas cardiovasculares (Trayhurn, 2005).

Recentemente, os estudos apontaram para importante participagdo do tecido
adiposo no desenvolvimento de inflamagdo cronica subclinica. Vérias substancias
secretadas pelos adipdcitos modulam o processo inflamatoério do organismo, sendo as
principais: a leptina, a adiponectina, as interleucinas (IL) e o Fator de Necrose
Tumoral-alfa (TNF-a). TNF-a, IL-6 e IL-1P sdo os trés maiores biomarcadores do
processo de inflama¢do e sdo encontrados em niveis elevados em células
inflamatorias ativadas, quando comparado a outras células do organismo (Huang et
al., 2004).

O TNF-a ¢ uma das principais citocinas sintetizadas por macréfagos em
estimulo a substancias pro-inflamatorias. Em monocitos o TNF-a € produzido em
pequenas quantidades em resposta a ativagdo do fator de transcri¢do nuclear NF-kB
(Frankenberger et al., 1994).

O estudo de Wang et al. (2005) demonstrou o efeito do TNF-o na producao
de adipocinas relacionadas ao processo inflamatério. O tratamento de adipdcitos
humanos com TNF-a foi responsavel por aumento substancial da expressdo de
mRNA de IL-6, TNF-a ¢ MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1). Isto
significa que o TNF-a pode ter um papel central no desenvolvimento e progressao
do processo inflamatodrio subclinico visto em individuos obesos.

A sugestao para a funcdo do TNF-a secretado pelo adipocito se relaciona a
sua acdo como adipostato, com efeito central na regulagdo do peso corporal. Os
principais efeitos periféricos desta citocina correspondem a inibicdo da Lipase
Lipoproteica (LPL), diminui¢do da expressdao do transportador de glicose GLUT 4 e
inibicao da atividade do receptor de insulina (Bull6 et al, 2002). Isto corresponde a
uma tentativa do organismo em cessar o ganho de peso corporal por meio da inibi¢do
da glicogénese e lipogénese. No entanto, como efeito adverso, tais alteragdes
metabolicas induziriam ao desenvolvimento de dislipidemia, hiperglicemia e
resisténcia insulinica, os quais compdem os fatores de risco para sindrome
metabolica. A IL-6, da mesma forma que o TNF-a, inibe a expressao da LPL,
porém, diferente do TNF-a, ndo estimula a lipdlise (Kern et al, 2001).

No estudo de Bullo et al. (2002), avaliando a expressdao de TNF-a de tecido

adiposo subcutaneo de 96 adultos com idade entre 18 e 65 anos, foi possivel verificar
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o aumento da expressdo de TNF-o em individuos obesos, sendo essa expressao
proporcional a quantidade de tecido adiposo da amostra. Além disso, os autores
demonstraram que o TNF-a possuia correlagdo inversa (p < 0,05) com atividade da
LPL.

Sabe-se, entdo, que a obesidade ¢ caracterizada pelo estado de inflamacgao
cronica subclinica, com aumento da expressdo de substancias pro-inflamatorias e
inibi¢do daquelas antiinflamatérias (Kapiotis et al., 2006). O mecanismo proposto
por autores para ativa¢do do sinal inflamatdrio na obesidade consiste na ativagao do
fator de transcrigao nuclear-kB (NF-xB) em adipocitos, hepatocitos e macréfagos,
em decorréncia da presenga de IL-6 e TNF-a, principalmente (Tak e Firestein, 2001;
Shoelson et al., 2006). O NF-xB ¢ claramente um dos mais importantes reguladores
da expressao de genes pro—inflamatorios, como as citocinas TNF-a, IL-1B, IL-6 E
IL-8. A ativagdo do NF-«kB aumenta a expressdo de moléculas de adesdo (E-
selectina, VCAM-1 e ICAM-1), enquanto que sua inibicdo reduz a adesdo e
transmigracdo leucocitaria, ¢ ¢ altamente ativado em casos de presenca de
inflamagdo, em inumeras doengas, como a aterosclerose e¢ a obesidade (Tak e
Firestein, 2001).

A secregdo de substancias inflamatorias pelos adipdcitos, mesmo em
pequenas quantidades, contribui para inducdo da inflamacdo e ativacdo da resposta
imune. Esses sinais inflamatérios emitidos pelo tecido adiposo, em individuos
obesos, podem ter efeitos locais e sistémicos na promog¢do da aterosclerose e
resisténcia insulinica (Berg et al., 2004). As adipocinas estdo associadas com o
desenvolvimento de aterosclerose, por induzir disfun¢do endotelial. Em resposta aos
marcadores inflamatorios, ocorre aumento da adesdo leucocitaria no endotélio e da
migracdo de células envolvidas no processo de inflamacdo para o espaco
subendotelial, favorecendo a inflamag¢do local e o desenvolvimento de placas
ateroscleroticas (Lau et al., 2005).

Pasceri et al. (2000) observaram que a incubacdo células endoteliais de
corddo umbilical humano e de artéria coronariana humana em meio contendo
proteina C reativa (10pg/mL), durante periodo de 24h, induziu aumento de 10 vezes
na expressao de ICAM-1 (molécula de adesdo intercelular) e quantidade significativa
de VCAM-1 (molécula de adesdo vascular) e E-selectina. A indugdo da expressao de
moléculas de adesao foi similar em células incubadas por 24h em meio contendo IL-

1B (10ng/mL). Em condi¢des normais, sem estimulo de substancias inflamatorias, as
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células endoteliais humanas apresentaram baixa expressao de ICAM-1 e nenhuma
expressao de VCAM e E-selectina.

No estudo de Bruun et al. (2004), foi possivel verificar que a secrecdo in vitro
de IL-8 era quatro vezes maior no tecido adiposo visceral, em compara¢do com o
tecido adiposo subcutaneo. Ja a expressdo de IL-8 era duas vezes maior nas células
oriundas do tecido adiposo visceral. Quando as células foram cultivadas por 72h em
meio contendo Dexametazona, um corticosteréide com func¢ao antiinflamatoria, a
produgdo de IL-8 foi atenuada em 50%, independente da localizacdo do tecido
adiposo. Por outro lado, o cultivo das células em meio adicionado de IL-1 — uma
citocina pré-inflamatéria — aumentou a producao de IL-8 em cerca de 15 vezes. Isto
sugere uma possivel retroalimentacdo do estado pr6 - inflamatorio encontrado em
individuos obesos.

Bullo et al. (2002) avaliaram a expressao de TNF-o em tecido adiposo
subcutineo de pacientes obesas (IMC entre 27 e 40 kg/m?) e obesas morbidas (IMC
> 40 kg/m”) sem diabetes, e concluiu que, em comparagio com mulheres eutroficas,
houve aumento da expressdo de TNF-a. Este aumento ocorreu em propor¢ao a
magnitude da deposi¢do de gordura, independente da presenca de diabetes mellitus
tipo 2.

Em outro estudo de Bruun et al. (2006), foi verificado que a adogdo de dieta
hipocalorica e de atividade fisica melhorou a sensibilidade insulinica e reduziu a
inflamagao subclinica de individuos com obesidade grave. Neste estudo, 27
individuos mudaram o estilo de vida por meio da ado¢do de dieta hipocaldrica e
atividade fisica didria. Apds 15 semanas de intervencdo, houve aumento da
sensibilidade insulinica e da concentracdo de adiponectina, e reducdo do peso
corporal, proteina C reativa, IL-6, [L-8 e MCP-1.

A expressao das adipocinas parece aumentar de acordo com volume dos
adipdcitos. O tecido adiposo visceral secreta maiores concentragdes de adipocinas
ligadas a processos pro-inflamatorios, seguido do tecido adiposo subcutaneo
abdominal e do tecido adiposo gluteo-femural (Hermsdorff e Monteiro, 2004).
Individuos obesos, principalmente aqueles com actimulo de gordura visceral,
parecem apresentar maiores concentracdes sanguineas de citocinas pro-inflamatorias,
as quais sdo reduzidas com a diminuicdo de gordura corporal. Kern et al. (2001)
avaliaram a expressdo e secre¢do de TNF-a e IL-6 de tecido adiposo abdominal
subcutaneo de 50 individuos eutréficos e obesos sem diabetes. Segundo os autores,

secrecao de TNF-a e IL-6 era maior nos individuos com os maiores valores de IMC.
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J& a expressdao de TNF-a e IL-6 ndo se correlacionou com o IMC. Entretanto ndo foi
avaliada a expressdao e secrecdo de citocinas em fungdo do percentual de gordura
corporal, ndo considerando a composic¢ao corporal.

Manigrasso et al. (2005) observaram redugdo na concentracao de IL-10 e
adiponectina em individuos com obesidade do tipo andréide, ou seja, naqueles
individuos com predominante acimulo de gordura na regido abdominal. No estudo
de Visser et al. (1999), utilizando os dados de 16616 participantes do “The Third
National Health and Nutrition Examination Survey” (NHANES III) — uma amostra
representativa da populagdo dos Estados Unidos do periodo de 1988 a 1994 -
verificaram associacdo entre IMC e proteina C reativa. A relagdo cintura — quadril
também se associou com a proteina C reativa, independente do IMC. Resultado
semelhante foi descrito por Festa et al. (2001). Avaliando os dados de 1625
individuos participantes do estudo IRAS (The Insulin Resistance Atherosclerosis
Study), os autores encontraram correlagdo positiva (r > 0,35) entre proteina C reativa
ultra-sensivel e os parametros de adiposidade, como IMC, circunferéncia da cintura e
gordura corporal, este ultimo avaliado por meio da bioimpedancia elétrica.

Apesar do tecido adiposo visceral ser considerado metabolicamente mais
ativo, outros locais, como o tecido adiposo intermuscular, abdominal subcutaneo e
visceral, também sdo associados ao aumento da expressdo de marcadores
inflamatorios, principalmente IL6 e TNF-a, e diminui¢ao da sensibilidade insulinica
aos tecidos periféricos (Hermsdorff e Monteiro, 2004; Sites et al, 2002). Assim, o
aumento da massa de tecido adiposo pode caracterizar um estado de inflamagdo
subclinica. Dessa forma, estimar o conteudo total de gordura corporal pode ser util
no estudo da influéncia da gordura corporal na expressio de marcadores
inflamatorios.

Com o aumento do tecido adiposo, o aumento da secre¢do de substancias pro-
inflamatérias pelos adipoOcitos propicia a migragdo e acumulo de mondcitos
circulantes da corrente sanguinea para este tecido por mecanismo de quimiotaxia,
favorecido pela secrecdo de quimiocinas pelo tecido adiposo, como o MCP-1. Os
monocitos entdo infiltram no tecido adiposo por meio de mudanga conformacional
do citoesqueleto, o que permite a célula alterar seu tamanho e forma a fim de
atravessar os espagos intercelulares, processo esse conhecido como diapedese (Curat
et al., 2004). Uma vez instalados, os mondcitos se diferenciam em macrofagos e

permanecem ativados neste tecido, sendo os responsaveis pela ampliagdo do sinal
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inflamatorio por meio do aumento da secre¢do de citocinas prd - inflamatdrias
(Shoelson et al., 2006).

O tecido adiposo ¢ composto por varios tipos celulares, sendo os adipdcitos
as células predominantes. Os outros tipos celulares encontrados no tecido adiposo
branco incluem as células do estroma, das quais aproximadamente 10%
correspondem a macrofagos (Curat et al. 2004). Os macrofagos presentes no tecido
adiposo sdo provenientes da infiltragdo de monocitos circulantes e/ou de pré-
adipocitos que possuem a capacidade de se diferenciarem em macréfagos na
presenca de estimulos para sua diferenciagdo — o que muitas vezes corresponde as
proprias substancias pro - inflamatorias secretadas pelo tecido adiposo (Fantuzzi,
2005).

Pesquisadores conseguiram isolar macréfagos de tecido adiposo e avaliar a
participagdo destas células nos niveis de citocinas secretadas pelo tecido adiposo
(Weisberg et al., 2003). Concluiu-se que as citocinas secretadas pelo tecido adiposo
sdo provenientes tanto da secrecdo de adipdcitos quanto de macréfagos residentes
neste tecido. Estudos sobre a expressdo génica de células do tecido adiposo
mostraram que os macrofagos residentes secretam quase todo TNF-a, enquanto que
o IL-6 ¢ igualmente expresso por macrdofagos residentes, adipdcitos e células do
estroma vascular (ndo-macrofagos) (Weisberg et al., 2003).

Apesar do rapido clearance das citocinas apos sua secregao, o tecido adiposo
parece responsavel pela presenga periférica de parte destas substancias (Fantuzzi,
2005). Os niveis de citocinas pro—inflamatdrias na corrente sanguinea apresentam
correlacdo positiva com a adiposidade e o peso corporal, enquanto que as citocinas
antiinflamatérias apresentam correlagdo negativa com esses parametros. O aumento
da concentra¢do sanguinea de citocinas pro—inflamatérias em individuos obesos
sugere um estado de inflamacdo periférica. As citocinas secretadas pelo tecido
adiposo, principalmente IL-1, IL-6 e TNF-a, sdo capazes de estimular a sintese
hepatica de proteinas de fase aguda in vivo e in vitro (Richards et al. 1991) além de
estimular a ativacdo e aumento numérico das células inflamatérias nos linfonodos ¢
na corrente sanguinea (Fantuzzi, 2005). Em virtude do estado pré—inflamatério
mediado pelo TNF-a, IL-6 e proteina C reativa em individuos obesos, espera-se que
as células mononucleares do sangue periférico estejam ativadas. No estudo de
Ghanim et al. (2004), foi observado que individuos obesos apresentavam elevagdo do
ligante do Fator Nuclear-kB em extratos nucleares (p<0,05) da transcrigdo de genes

pro-inflamatorios regulados pelo NF-kB. Ja Bullo et al. (2003) observaram relagcao

19



entre contagem leucocitaria e numero de desordens metabolicas associadas com a
obesidade. Sugere-se que a obesidade e a resisténcia insulinica em humanos sejam
associadas a ativacdo de células inflamatérias mononucleares e aumento da
expressdo de citocinas, embora estas células ndo sejam a fonte primaria para
elevagdo das citocinas inflamatdrias em individuos obesos (Mello et al., 2008).

Os marcadores inflamatérios, em geral, podem ter sua expressao determinada
em funcdo do género, como descrito recentemente Thorand et al. (2005), os quais
demonstraram uma interessante associagdo. Neste estudo foram avaliados os dados
de homens e mulheres com idade entre 55-74 anos, participantes do estudo KORA
Survey 2000. O Indice de Massa Corporal, a circunferéncia da cintura e a massa
gorda, esta estimada através da impedancia bioelétrica, foram associados com
marcadores inflamatodrios (IL-6, fibrinogénio, proteina amildide A sérica e proteina C
reativa), sendo essa associacdo consideravelmente mais forte em mulheres. Neste
estudo, apesar da diferenca na distribuicdo da gordura corporal entre os géneros,
sendo o maior acumulo de tecido adiposo subcutineo nas mulheres e de tecido
adiposo intra-abdominal nos homens, a presenga de hormonios sexuais poderia
influenciar a maior expressdo dos marcadores pro-inflamatorios nas mulheres.
Assim, parece importante avaliar a relagdo entre adiposidade e marcadores

inflamatoérios, considerando o género, o que nem sempre € feito nos estudos.

2.2.2 Inflamagé&o subclinica e resisténcia insulinica

A resisténcia insulinica é definida como uma diminuicdo na capacidade da
insulina em estimular a utilizagao de glicose, seja devido a deficiéncia no receptor de
insulina ou mesmo por fatores como: diminui¢cdo na concentracdo de receptores,
falha no mecanismo de transito celular ou defeito em algum mecanismo pds-receptor
durante sua utilizagdo (Francischi et al., 2000). Implica em uma resposta diminuida
dos tecidos periféricos como musculo, figado e tecido adiposo. Mesmo em
concentragdes normais, a insulina ¢ incapaz de exercer suas fungdes no metabolismo
de carboidratos e lipideos, principalmente. Sua agdo anabdlica e anticatabdlica ¢é
prejudicada, ocorrendo, assim, inibi¢do da captagdo e oxidacao periférica de glicose,
lipolise acentuada e aumento da glicolise e gliconeogénese hepatica. Nao ¢é
necessariamente uma patologia, mas um estado fisiologico relacionado com o
aumento de anormalidades que contribuem para a sindrome metabdlica (Santos et al.,

2006).
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Com a resisténcia insulinica, as células beta do pancreas aumentam a
producdo e secrecdo de insulina como medida compensatoria, determinando no
individuo um quadro de hiperinsulinemia. E este aumento no nivel de insulina
circulante, decorrente da resisténcia a insulina, o principal fator responsavel pelas
alteragdes encontradas na sindrome metabolica, como a hipertensdo arterial,
alteragdes no perfil lipidico, diabetes mellitus tipo 2 (Santos et al., 2006). Ha
evidéncias que demonstram que o aumento do nivel de insulina parece preceder o
desenvolvimento de um potencial fator de risco para a aterogénese, incluindo baixa
concentragdo de HDL, trigliceridemia, e hipertensdo arterial (Reaven, 2004).

A resisténcia insulinica pode ser decorrente de diversos fatores, sendo
bastante correlacionada ao sedentarismo, genética e a obesidade, principalmente a
obesidade abdominal. Entretanto, a obesidade, por si sO, parece ndo explicar
claramente o desenvolvimento de deste disturbio (Sinaiko et al., 2005). O aumento
de marcadores pro-inflamatoérios tem se associado com a diminuigdo da sensibilidade
insulinica, e parece ser o elo entre a obesidade e a resisténcia insulinica (Shoelson et
al., 2006). Algumas citocinas pro6 - inflamatorias favorecem o estado de resisténcia
insulinica, agindo diretamente nos receptores de insulina, e propiciando o
desenvolvimento da sindrome metabolica nestes individuos (Juge—Aubry et al.,
2005). Segundo Chéavez et al. (2006), existe uma correlacao positiva entre resisténcia
insulinica e marcadores inflamatdrios, independente da idade, género, e outros
fatores de risco para a resisténcia insulinica, como a obesidade, a inatividade fisica,
tabagismo e consumo de alcool.

Desde a década de 50, a inflamacdo tem sido relacionada a obesidade e ao
diabetes mellitus tipo 2 em estudos epidemiologicos. Mais tarde essa associag@o foi
confirmada por outros estudos, e, nos dias atuais, assume-se que a obesidade ¢
caracterizada por um estado inflamatdrio subclinico. O aumento da deposi¢do de
lipidios no tecido adiposo leva a reducdo da expressio de substancias
antiinflamatdrias (adiponectina e a IL-10, principalmente) e a maior produgdo de
inimeros mediadores inflamatérios pelos adipocitos, como citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-1B, resistina), quimiocinas (MCP-1) e outros
mediadores pro-aterogénicos (Inibidor de Plasminogénio Ativado-1/PAI-1). (Herder
et al., 2006). Além do aumento da expressdo de citocinas pro-inflamatorias pelos
adipdcitos, ocorre o aumento da expressdo de fatores de transcricdo, receptores e
outras proteinas, incluindo as quimiocinas, que recrutam mondcitos e estimulam sua

diferenciagdo em macréfagos. Dessa forma, os adipocitos iniciam o processo
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inflamatorio, e os macréfagos sdo responsaveis por ampliar o sinal (Shoelson et al.,
2006).

Individuos com sindrome metabdlica apresentam elevados niveis de citocinas
e moléculas de adesdo, indicando a presenga de inflamagdo subclinica e,
possivelmente, de disfuncao endotelial nesta populagdo (Salamenniemi et al., 2004).
IL-6 ¢ TNF-a sdo citocinas importantes, pois participam da indu¢do e manutengao
do estado pré-inflamatério subclinico associado com a obesidade (Shoelson et al.,
2006). Herder et al. (2006) verificaram que individuos que possuiam elevadas
concentragdes de MCP-1 e IL-8 apresentavam maior risco de desenvolver diabetes
mellitus tipo 2. No estudo de Kern et al. (2001), IL-6 apresentou forte associagido
com a resisténcia insulinica, de modo que individuos com baixa sensibilidade
insulinica tinham 2,3 vezes mais IL-6 plasmatica que aqueles com maior
sensibilidade insulinica. Por outro lado, o estudo de Exel et al. (2002) demonstrou
que a elevada expressdo de IL-10 no sangue periférico poderia ser um fator protetor
ao desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2.

Em uma amostra composta por indios PIMA (uma populagdo de indios
conhecida pela alta prevaléncia de obesidade e diabetes “mellitus” tipo 2) sem
diabetes, com idade entre 18 e 43 anos, a concentragao plasmatica de IL-6 de jejum
se correlacionou positivamente com a gordura corporal avaliada (r = 0,26; p =
0,049), por meio do DEXA, e negativamente com a atividade da insulina (r = -0,28; p
= 0,031), avaliado pelo clamp euglicémico hiperinsulinémico (Vozarova et al.,
2001). Entretanto, ap6s ajustado para a gordura corporal, IL-6 ndo se correlacionou
com a atividade da insulina (r =-0,23; p = 0,089).

O mecanismo pelo qual as citocinas pro-inflamatorias levam a resisténcia
insulinica parece envolver a diminui¢do da sinalizagdo dos receptores de insulina e
conseqiiente hiperinsulinemia (Sinaiko et al., 2005; Shoelson et al., 2006). Segundo
Chavez et al. (2006), em individuos com sindrome metabdlica parece ocorrer um
estado de retroalimentagdo positiva entre a inflamagao e resisténcia insulinica. Como
a insulina ¢ um inibidor da sintese de proteinas de fase aguda, a presenca de
resisténcia insulinica proporcionaria um aumento da resposta inflamatoria, e o
aumento de citocinas contribuiria para o aumento da resisténcia insulinica nos

tecidos periféricos e maior producao de insulina.
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2.3 Inflamacdao subclinica em adolescentes

Estudos mostrando a influéncia da composicdo corporal na expressdo de
marcadores inflamatérios em adolescentes sdo escassos. Na maioria das vezes, as
pesquisas associam a presenca de marcadores inflamatérios com parametros
antropomeétricos, sem considerar a composi¢ao corporal desta populagdo. A maioria
dos estudos ¢ conduzida com individuos com sobrepeso, por meio da utilizacdo de
indicadores que avaliam a adequacdo do peso em relagdo a altura, género e idade,
como o IMC. Desse modo, estima-se que aqueles individuos que apresentam elevado
peso em relacdo as demais varidveis também possuem elevado percentual de
gordura, o que nem sempre ¢ verdadeiro, ja que o peso corporal ¢ influenciado pelos
componentes corporais, como 0ssos, musculos e tecido adiposo. Kelly et al. (2004)
avaliaram 25 criangas e adolescentes pré-puberes, € encontrou associagcdo entre
marcadores inflamatérios e IMC, entretanto, nenhuma medida de composi¢ao
corporal foi empregada.

O estudo Visser et al. (2001) avaliou os dados de 3512 criangas ¢
adolescentes de 8 a 16 anos de idade do third National Health and Nutrition Survey —
NHANES III (1988-1994) e encontraram associacao entre proteina C reativa e IMC e
gordura corporal, este ultimo parametro avaliado por meio da aferi¢ao de trés pregas
cutaneas (tricipital, subescapular e suprailiaca). Segundo este estudo, a utilizagao de
parametros que avaliem a composi¢@o corporal pode ser eficaz, uma vez que o tecido
adiposo ¢ o principal componente associado com a expressdo de marcadores da
inflamagdo. E importante ressaltar que este estudo utilizou pregas cutineas para
avaliagdo da composic¢do corporal, sendo estas representativas, principalmente, do
conteudo de tecido adiposo subcutaneo. Desse modo seria necessdaria a utilizagdo de
métodos que considerem o contetudo total de gordura corporal, como a utiliza¢ao da
impedancia bioelétrica.

Em adolescentes indianos do género masculino, ndo foi encontrada correlagdo
entre inflamac¢do subclinica, avaliada pelos niveis de proteina C reativa sérica, e
insulinemia de jejum e resisténcia insulinica (Vikram et al., 2006). No entanto, estes
autores ndo avaliaram tal relacdo em adolescentes do género feminino, sendo
possivel que a existéncia de padrdes de inflamacdo distintos segundo o género
avaliado.

Estudando 71 adolescentes de 15 a 16 anos de idade, Moon et al. (2004)

demonstraram que TNF-a sérico e seus receptores séricos, R1 e R2, eram
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significantemente maiores em adolescentes obesos que naqueles ndo-obesos. Além
disso, foi verificada diferenca nos niveis séricos de acordo com género, sendo que
meninos apresentavam niveis mais elevados que meninas. Neste mesmo estudo
(Moon et al., 2004), foi verificada relagdo entre inflamag¢do subclinica e os
componentes da sindrome metabdlica nos adolescentes avaliados (obesos e ndo
obesos, juntos). O TNF-a sérico se correlacionou positivamente com os niveis de
triglicerideos e a pressao arterial diastdlica. Os receptores séricos R1 e R2 do TNF-a
correlacionaram-se com triglicerideos e a pressdo arterial diastolica, e triglicerideos,
respectivamente. No grupo de adolescentes obesos, o TNF-a sérico se correlacionou
com triglicerideos e a pressdo arterial diastolica, ndo sendo encontrada correlagdo
entre esta citocina e colesterol total, HDL, glicemia de jejum e pressdo arterial
diastolica. Entretanto, o receptor R1 se correlacionou com triglicerideos, pressdo
arterial diastdlica e pressdo arterial sistdlica, e o receptor R2 se correlacionou com
triglicerideos no grupo de adolescentes obesos.

Em estudo de abrangéncia nacional nos Estados Unidos, Ferranti et al. (2006)
avaliaram a relacdo entre anormalidades metabolicas e concentracdo plasmatica de
proteina C reativa, utilizando dados do NHANES de 1988-1994 e de 1999-2000.
Adolescentes com anormalidades metabolicas apresentavam maior concentragao
plasmatica de proteina C reativa, o qual, segundo os autores, poderia ser utilizado
como um bom indicador de anormalidades metabdlicas e de risco cardiovascular
futuro.

E importante ressaltar que, apesar de ser associada ao maior risco de
desenvolvimento de doencas ateroscleroticas, a utilizagdo da proteina C reativa tem
sido questionada devido a existéncia de inimeras limitagdes em relagdo a este
parametro. Primeiro, porque este marcador possui uma meia vida curta, podendo nao
refletir o estado de inflamacao cronica. Segundo, por ser muito sensivel e apresentar
variagoes biologicas na ordem de 10,6% a 63% (Sites et al., 2002).

Espera-se que mais estudos sejam realizados com esta populagdo em especial,
a fim de se verificar o perfil de inflamagdo em adolescentes com excesso de gordura

corporal.
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2.4 Inflamacéo Subclinica em individuos com peso normal e elevada gordura

corporal

A obesidade ¢ caracterizada como o excesso de gordura corporal, sendo
assim, torna-se importante a estimativa da composi¢ao corporal para determinagio da
presenca ou auséncia da obesidade. Como os métodos para estimativa da gordura
corporal ndo sdo aplicados aos estudos populacionais, a obesidade ¢ comumente
diagnosticada tendo como base o aumento do peso corporal em relacdo a estatura
(Ruderman et al., 1981; Kuczmarski et al., 2000). O Indice de Massa Corporal
(IMC), ou Indice de Quetelet, que corresponde ao peso dividido pela altura ao
quadrado (kg/m?), tem sido o indicador mais utilizado em estudos populacionais para
triagem do excesso de peso corporal em adultos e adolescentes (Monteiro et al.,
2000). E um indicador que possui grande precisio e boa correlagio com os
parametros de avaliagdo da adiposidade e com as complicagdes do sobrepeso como
hipercolesterolemia e hipertensdo na adolescéncia e desenvolvimento futuro de
doengas cardiovasculares (Albano ¢ Souza, 2001; Baker et al., 2005). Para adultos,
os limites minimos e méaximos aceitaveis sdo baseados em estudos de mortalidade.
Em adolescentes tais limites sdo bastantes discutidos, uma vez que a incidéncia de
morbidades e mortalidade nesta fase ¢ considerada baixa (Abrantes et al., 2003). Em
geral, os pontos de corte para adolescentes sdo baseados no aumento do risco de
desenvolvimento de sobrepeso e obesidade na idade adulta, e, consequentemente, no
maior risco de mortalidade futura (Demerath et al., 2006). O estudo de Engeland et
al. (2003) demonstrou que a taxa de mortalidade de adultos era maior naqueles que
apresentavam maiores percentis de IMC durante a adolescéncia. No entanto, apesar
de o IMC ser fortemente correlacionado com a adiposidade, sua utilizagdo pode ser
limitada, ja& que este indice ndo distingue os compartimentos corporais. As
comorbidades associadas a obesidade sdo relacionadas a elevada deposicdo de
gordura corporal, € ndo ao aumento de peso por si s0 (Ruderman et al., 1981).

No estudo de Chiara et al. (2003), foi avaliada a sensibilidade ¢
especificidade do IMC em detectar adolescentes em risco de obesidade, considerando
a prega cutanea subescapular como “padrao-ouro”. Para tal, foram utilizados dados
de 502 adolescentes de 12 a 18 anos, participantes da pesquisa Nutricdo e Saude do
municipio do Rio de Janeiro, desenvolvida em 1996. Foi observado que o IMC
apresentava especificidade superior a sensibilidade, sendo o ponto de equilibrio entre

sensibilidade e especificidade préoximo ao percentil 70 para meninas e para os
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meninos menores de 14 anos, e proximo do percentil 50 para meninos maiores de 15
anos. Os resultados deste estudo sugerem que o IMC nao ¢ adequado para rastrear
excesso de adiposidade, sendo necessaria uma classificagdo de maior sensibilidade,
especialmente no final da adolescéncia. Sendo assim, a avaliacdo da composi¢do
corporal pode ser mais eficaz no diagnostico de obesidade, que a utilizagdo de
critérios que utilizem apenas parametros como peso ¢ estatura (Diretrizes Brasileiras
de Obesidade, 2007).

Em 1981 uma condicdo chamou a atencdo de especialistas: individuos de
peso normal, mas com excesso de gordura corporal. Ruderman et al. (1981)
afirmaram que estes individuos eram considerados obesos, mas sua obesidade nao
era revelada por parametros utilizados usualmente, os quais ndo distinguem a
composi¢do corporal, como o peso e a estatura. Estes individuos eram
metabolicamente semelhantes aos obesos, uma vez que apresentavam redugdo na
tolerancia a glicose, resisténcia insulinica e maior prevaléncia de dislipidemias e
hipertensdo arterial, quando comparados com individuos eutréficos. Segundo De
Lorenzo et al. (2006), individuos com peso normal mas gordura corporal elevada, ou
“obesos de peso normal”, apresentam risco aumentado de desenvolvimento de
doengas ateroscleroticas, quando comparados com individuos com peso e percentual
de gordura normais.

A presenga de inflamagdo subclinica nestes individuos tem sido recentemente
estudada. Suspeitava-se que individuos metabolicamente obesos, a semelhanca
daqueles obesos, apresentavam ativagao do sistema imune inato, em decorréncia do
aumento da area de tecido adiposo, e, consequentemente, maior producao de
citocinas e ativagdo periférica de células mononucleares inflamatodrias.

De Lorenzo et al. (2007), avaliaram o perfil de inflamag¢do de 60 mulheres de
20 a 35 anos, divididas em trés grupos: metabolicamente obesos de peso normal,
obesos e eutroficos. Neste estudo, as concentragdes plasmaticas de TNF-a, IL-1a,
IL-1B, IL-6 e IL-8 foram significativamente maiores nos grupos com mulheres
obesas e metabolicamente obesas de peso normal. Nao foram encontradas diferencas
entre as concentragdes de IL-10 nos grupos dois grupos estudados. Isto sugere a
semelhanca metabdlica e perfil inflamatério entre os grupos de interesse, em
decorréncia da elevada gordura corporal destes individuos. Entretanto, outros autores
afirmam que individuos obesos de peso normal parecem apresentar risco
intermediario de desenvolvimento de doencas cardiovasculares, quando comparados

a individuos eutroficos e com sobrepeso (Karelis et al., 2005). Isto porque, apesar de
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os estudos trabalharem com individuos obesos e metabolicamente obesos de peso
normal que nao diferem em relacdo ao percentual de gordura corporal, a massa de
tecido adiposo (em kg) tende a ser maior nos individuos obesos.

Karelis et al. (2005), avaliaram as caracteristicas metabolicas de mulheres
pos-menopausa obesas de peso normal e sensiveis a insulina. Verificou-se que estas
apresentaram menores concentracdes de proteina C reativa de alta sensibilidade,
triglicerideos plasmaticos e gordura de acimulo visceral, além de baixa concentragdo
plasmatica de HDL, quando comparado as mulheres com resisténcia insulinica.

Inicialmente, estimava-se que o excesso de gordura corporal em individuos de
peso normal era presente apenas em individuos mais velhos, de meia-idade. No
entanto, atualmente verifica-se individuos jovens que apresentam excesso de gordura
corporal, embora permanecam com peso adequado para a sua estatura (Chiara et al,
2003).Em geral, esta condi¢ao tem sido estudada especialmente em adultos. Poucos
estudos avaliaram a real contribui¢ao do tecido adiposo no processo de inflamagao
subclinica em criangas e adolescentes, principalmente naqueles metabolicamente
obesos de peso normal. S3o necessarios estudos que avaliem as alteragdes
metabolicas e no perfil de inflamag¢do em criangas e adolescentes, visto a tendéncia
de aumento nos casos de obesidade nesta populacao e a baixa sensibilidade do IMC

no diagndstico de obesidade (Vieira et al., 2006).

2.5 Consideracdes Finais

Conforme discutido, a inflamacdo subclinica constitui importante alteragao
evidenciada em individuos com excesso de gordura corporal, sejam obesos ou
“metabolicamente obesos de peso normal”. O aumento de citocinas pré-inflamatorias
propicia o desenvolvimento de resisténcia insulinica e aterosclerose, caracterizando-
se como importante disturbio na atualidade.

Os trabalhos neste tema s@o recentes, € ha escassez no estudo com populagdes
jovens, como criangas e adolescentes. Faz-se necessaria maior compreensdo acerca
do papel do tecido adiposo e da inflamacdo subclinica no desenvolvimento de
doencas cardiovasculares, em especial, em criancas e adolescentes. Trabalhar com
individuos jovens significa prevenir e tratar precocemente distirbios antes

encontrados apenas em adultos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a expressao periférica de TNF-a, IL-6 e IL-10 em adolescentes do
género feminino pds-puberes com sobrepeso, nas “metabolicamente obesas de peso
normal”, € nas com sobrepeso resistentes a insulina, bem como avaliar a correlagao
entre a expressdo destes mediadores e os pardmetros relacionados com a sindrome

metabolica.

3.2 Especificos

» Avaliar os parametros antropométricos ¢ de composicao corporal dos grupos
estudados.

» Verificar o perfil metabolico das adolescentes com sobrepeso, nas
“metabolicamente obesas de peso normal”, e nas com sobrepeso resistentes a
insulina, considerando os parametros relacionados com a sindrome
metabolica.

» Avaliar a expressdo periférica de TNF-a, IL-6 e IL-10 em adolescentes do
género feminino pos-puberes com sobrepeso e naquelas “metabolicamente
obesas de peso normal”.

» Avaliar a expressdo periférica de TNF-a, IL-6 e IL-10 em adolescentes do
género feminino pds-puberes com sobrepeso resistentes a insulina.

» Verificar a relacdo entre a expressao periférica de TNF-a, IL-6 e IL-10 e os
parametros da sindrome metabolica nas adolescentes com sobrepeso, nas
“metabolicamente obesas de peso normal”, e nas com sobrepeso resistentes a

insulina.
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4 METODOLOGIA

4.1 Delineamento do estudo
Tratou-se de estudo epidemioldgico, transversal, tendo como unidade de

estudo o individuo.

4.2 Casuistica
Foram selecionadas 72 adolescentes do género feminino, pds-puberes, com

idade entre 14 e 17 anos, estudantes de escolas publicas de Vigosa — MG.

4.2.1 Critérios de incluséo

As estudantes selecionadas cursavam o ensino médio em escolas da rede
publica de ensino do municipio de Vigosa — MG, e possuiam idade minima de 14
anos ¢ maxima de 17 anos. Em relacdo as caracteristicas bioldgicas, apresentaram
menarca ha pelo menos 1 ano. A escolha de meninas que ja tenham apresentado a
menarca ¢ devido ao fato do estagio de maturacdo sexual estar relacionado com a
composi¢do corporal, e a presenga da menarca caracterizar o estdgio maturacional
proximo ao final (Vitalle et al., 2003).

Para composicdo de cada grupo de estudo, foram selecionadas 24
adolescentes em fungdo das caracteristicas antropométricas ¢ de composi¢do
corporal:

= Grupo controle (Gl): adolescentes que apresentavam Indice de Massa

Corporal (IMC) entre os valores de percentil de 25 e 85 segundo idade e

género de acordo com as curvas do Center for Disease Control and

Prevention — National Center for Health Statistics (CDC/NCHS) de 2000

(Kuczmarski et al., 2000), e percentual de gordura corporal total entre 20% e

25%, de acordo com Lohman (1992). Tratava-se de um grupo composto por

apenas adolescentes eutroficas.

=  “Metabolicamente obesas de peso normal” (G2): adolescentes que

apresentavam IMC entre os valores de percentil de 25 e 85 segundo idade e

género de acordo com as curvas do CDC/NCHS de 2000 (Kuczmarski et al.,

2000) e percentual de gordura corporal total > 28%. Dessa forma, as
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adolescentes eram eutroficas segundo o IMC, porém apresentavam gordura
corporal elevada.

* Grupo Sobrepeso (G3): adolescentes que apresentavam IMC acima do
percentil 85 segundo idade e género, de acordo com as curvas do CDC/NCHS
de 2000 (Kuczmarski et al., 2000) e percentual de gordura corporal total >
28%. Neste grupo, as adolescentes apresentavam peso e gordura corporal

elevados.

4.2.2 Critérios de excluséo

Utilizou-se como critério de exclusdo a utilizagdo de medicamentos ou a
presenga de doencas que interferiam na expressdo de marcadores inflamatorios, na
pressao arterial, no perfil lipidico e/ou metabolismo glicidico, bem como aquelas que
estavam em periodo gestacional. Também foram excluidas pacientes que
apresentaram valores de proteina C reativa >10 mg/L, sendo este valor caracterizado
como presencga de possivel processo inflamatério ou infec¢do, o que poderia afetar os
resultados referentes a expressao de mRNA de marcadores inflamatorios (Pearson et
al., 2003). Assim, procurou-se garantir a homogeneidade da amostra, bem como

diminuir as interferéncias na avaliagdo bioquimica, clinica e de composi¢ao corporal.

4.3 Materiais e métodos

4.3.1 Selecé@o da amostra

Foram convidadas a participar do estudo adolescentes do género feminino de
escolas publicas da cidade de Vigosa-MG, sendo entdo observados os critérios de
inclusdo e exclusdo do estudo.

Inicialmente foi realizada uma triagem nas escolas, por meio da aferi¢do do
peso e da estatura para determinagdo do IMC, bem como da avaliagao da composicao
corporal pela utilizagdio da impedancia bipedal. Essa triagem foi realizada
individualmente, em uma sala ou local proprio para este fim dentro das escolas. As
adolescentes que se adequaram aos critérios tiveram agendadas consultas individuais,
de modo que fosse possivel a avaliacdo da gordura corporal pela bioimpedancia
elétrica tetrapolar.

Os valores de gordura corporal utilizados no presente trabalho sdo oriundos

desta ultima analise, pois, além de ser utilizado equipamento com maior acuracia, as
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adolescentes seguiram um protocolo especifico para esta avaliacdo, o que ndo foi
possivel de ser realizado durante a triagem. S6 entdo as adolescentes foram incluidas
na pesquisa, de modo que cada grupo de estudo fosse composto por 24 adolescentes.
Ap6s a afericdo dos pardmetros bioquimicos, do grupo de adolescentes com
sobrepeso foram selecionadas 10 adolescentes sem resisténcia insulinica, as quais
constituiam o grupo controle, e 10 adolescentes com resisténcia insulinica:

* Grupo controle (Si): adolescentes que apresentavam IMC acima dos valores
de percentil 85 segundo idade e género, de acordo com as curvas do
CDC/NHS de 2000 (Kuczmarski et al., 2000), e indice HOMA-IR < 3,16;

=  Grupo resisténcia insulinica (Ri): adolescentes que apresentavam IMC acima
dos valores de percentil 85 segundo idade e género, de acordo com as curvas

do CDC/NHS de 2000 (Kuczmarski et al., 2000), e indice HOMA-IR > 3,16.

4.3.2 Coleta de dados

A coleta de dados ocorreu no periodo de margo a agosto de 2007. O estudo
foi desenvolvido apds aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Vigosa (UFV) (Anexo I).

O convite para participacdo no estudo foi realizado dentro da escola em que a
adolescente estudava, apos autorizacdo da direcdo da instituicdo em questdo. Nesta
oportunidade, foram explicados os objetivos da pesquisa e os procedimentos
necessarios para participacdo no estudo. Todas as adolescentes que atenderam aos
critérios de inclusdo foram convidadas a participar do estudo. A inclusdo das
adolescentes ocorreu apos consentimento por escrito dos pais ou responsaveis,
mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo I1).

Aquelas que quiseram participar e foram autorizadas pelos pais ou
responsaveis tiveram agendadas as datas e os hordarios, para que fosse possivel a
aplicacdo dos questionarios e realizacdo das avaliacdes. As adolescentes foram
atendidas individualmente na Divisdo de Saude da UFV, em sala propria, evitando
assim qualquer tipo de constrangimento.

Foram aplicados questiondrios compostos por questdes referentes a dados
socio-economicos, realizada a avaliacdo do estado nutricional e dos parametros
bioquimicos (Anexo I11). A coleta de sangue para avaliacao bioquimica foi realizada
no Laboratorio de Analises Clinicas da Divisao de Saude da UFV, no mesmo dia em

que procedeu-se a avaliagdo nutricional.
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Apds avaliagdo dos dados, as adolescentes receberam o diagnostico de sua
situacdo nutricional e, quando necessario, receberam atendimento individual no
Programa de Atencdo a Saude do Adolescente (PROASA) da UFV e material

educativo com informagdes acerca de uma alimentacao saudavel (Anexo 1V).

4.3.3 Caracterizacao da populacao
Foram aplicados questionarios contendo questdes referentes a idade,
escolaridade, dados socio-econdmicos, idade da menarca, habito de fumar e consumo

de bebidas alcoodlicas.

4.3.4 Antropometria
Para avaliagdo antropométrica foram utilizados os pardmetros peso, altura e
circunferéncia da cintura, aferidos por inico observador capacitado para tal. O peso ¢

a altura foram utilizados para céalculo do IMC.

- Peso
O peso foi aferido em balanga eletronica com capacidade para 150Kg e
subdivisao de 0,1kg. As adolescentes vestiam o minimo de roupas possivel, sem
relogios, adornos, carteiras, chaves, celular e outros objetos que pudessem interferir

no peso, conforme as técnicas preconizadas por Jelliffe (1968).

- Altura
A altura foi aferida por meio da utilizacdo de estadiometro vertical portatil
milimetrado, com extensdo de 2 metros ¢ escala de Imm. As adolescentes estavam
descalgas, o corpo firmemente encostado na superficie, de costas para o marcador,
com os calcanhares unidos e os pés formando um angulo de 45°, em posigao ereta,
olhando para o horizonte (Jelliffe, 1968). A leitura foi no centimetro mais proximo

quando o esquadro encostou na cabega da adolescente.

- Indice de Massa Corporal
O Indice de Massa Corporal (IMC) foi obtido a partir dos valores de peso e
estatura da adolescente. O IMC ¢ calculado pela relacao entre peso corporal total, em
quilogramas, e estatura, em metros ao quadrado (WHO, 1998). Os pontos de corte e
a referéncia antropométrica utilizados foram os preconizados pelo Center for Disease
Control and Prevention — National Center for Health Statistics em 2000
(CDC/NCHS) (Kuczmarski et al., 2000), segundo percentis para género e idade
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(Quadro 1). Foram consideradas com sobrepeso aquelas adolescentes que possuiam

valores de IMC superiores ao percentil 85 (P85) das curvas do CDC.

Quadro 1: Pontos de corte para avaliagdo do estado nutricional de adolescentes,
preconizados pelo CDC/NCHS de 2000.

Indicador indice Ponto de Corte
Baixo peso IMC para idade <P5
Eutrofia IMC para idade >P5e<P85
Risco de sobrepeso IMC para idade >P 85e<P95
Sobrepeso IMC para idade >P 95

Fonte: Kuczmarski et al. (2000)

- Circunferéncia da cintura

Utilizou-se fita métrica inelastica, flexivel e milimetrada, com extensdo de 2
metros, tomando-se cuidado para ndo comprimir as partes moles. Esta medida foi
aferida em duplicata no ponto médio entre o ultimo arco costal e a crista iliaca,
correspondendo a menor circunferéncia abaixo das costelas e acima do umbigo. A
adolescente permaneceu parada, com o musculo abdominal relaxado e seu peso
distribuido igualmente nos dois pés, os quais ficaram aproximadamente 25 a 30 cm
separados. A leitura foi feita o mais proximo de 0,1 cm no final de uma expiracao

normal (Taylor et al., 2000).

4.3.5 Composicao corporal
- Bioimpedancia elétrica

A composi¢do corporal foi estimada utilizando-se o aparelho de
bioimpedancia elétrica horizontal (Biodynamics©, modelo 310, versdao 7.1). Esta
avaliacdo foi realizada no mesmo dia em que ocorreu a coleta sanguinea para
avaliacdo dos dados bioquimicos, sendo precedida de 12 horas de jejum.

As medidas foram feitas com o individuo deitado sobre uma superficie nao
condutora, na posi¢do supina, com bragos e pernas abduzidos a 45 graus, a partir do
corpo. Imediatamente antes da colocagdo dos eletrodos foi passado algoddo
embebido em 4alcool nas areas de contato, para posterior posicionamento dos
adesivos. Um eletrodo emissor foi colocado proximo a articulagdo metacarpo-
falangea da superficie dorsal da mao direita e o outro distal do arco transverso da

superficie superior do pé direito. Um eletrodo detector foi colocado entre as
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proeminéncias distais do radio e da ulna do punho direito e o outro, entre os maléolos
medial e lateral do tornozelo direito, de acordo com o manual do fabricante (Manual
de Utilizagdo, 2006).
As adolescentes submetidas a esta técnica, foram orientadas a obedecer a
procedimentos prévios, sem os quais os resultados poderiam ser comprometidos:
- Estar a 7 dias da tltima menstruacdo ou a 7 dias da data da proxima
menstruagao;
- Jejum de 4 horas (em virtude da realizagdo dos exames bioquimicos no
mesmo dia, as adolescentes fizeram jejum de 12h);
- Nao fazer uso de diuréticos pelo menos 7 dias antes do exame;
- Nao realizar atividades fisicas nas 12 horas que precede o exame;
- Nao ingerir alcool nas 48 horas que antecedem o exame;
- Urinar 30 minutos antes da realizacao do exame;
- Retirar objetos metalicos durante o exame, como brinco, anéis, relogios, e
outros;
- Nao portar nenhum objeto metalico durante a aferigao.
As recomendacdes para realizacdo dos exames e bioimpedancia foi entregue
as adolescentes.
Os valores de gordura corporal foram utilizados na composi¢ao dos grupos de

estudo, bem como na avaliagdo de sua relagdo com a inflamagao cronica subclinica.

4.3.6 Pressdo arterial

Para avaliagdo da pressdo arterial, foi utilizado o monitor de pressao
sanguinea de inflacdo automatica. A técnica para afericdo da pressdo arterial estava
de acordo com as normas da Sociedade Brasileira de Cardiologia (2006) e do manual
do aparelho de pressdo arterial automatico.

Foram realizadas pelo menos trés medidas, com intervalo de um minuto entre
elas, sendo a média das duas Ultimas considerada a pressdo arterial do individuo.
Caso as pressoes diastolicas obtidas apresentassem diferencas superiores a 4mmHg,
novas verificagdes foram realizadas, até que se obtivessem medidas com diferenca

inferior a esse valor. As medi¢gdes foram obtidas no membro superior esquerdo.

» Preparo da adolescente:
- O procedimento foi explicado as adolescentes, as quais mantiveram-se em repouso

de pelo menos cinco minutos, em ambiente calmo, antes das aferi¢des;
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- Foi certificado que as adolescentes ndo estavam com a bexiga cheia, ndo praticaram
exercicios fisicos ha 60-90 minutos, ndo ingeriram café, bebidas alcodlicas,
alimentos ou fumaram até 30 minutos antes da afericao;

- As pernas foram mantidas descruzadas, pés apoiados no chdo, dorso recostado na
cadeira e relaxado;

- Foram removidas roupas do brago no qual o manguito foi colocado. O manguito
utilizado era de tamanho adequado a circunferéncia do braco da adolescente.

- O braco foi posicionado na altura do coragdo (nivel do ponto médio do esterno ou
4° espago intercostal), apoiado, com a palma da mao voltada para cima e o cotovelo
ligeiramente fletido;

- Foi solicitado as adolescentes que ndo falassem durante as afericdes das medidas.

» Procedimento de medida de pressao arterial:
- Localizou-se a artéria braquial pressionando dois dedos (ndo utilizar o dedo
polegar) a aproximadamente dois centimetros acima da dobra do cotovelo, pelo lado
de dentro do brago esquerdo. Determinou-se onde a pulsacio era mais forte;
- O manguito foi colocado sem deixar folgas acima da fossa antecubital, cerca de 2 a
3 cm, certificando-se que o marcador verde do manguito estivesse acima da artéria
braquial,
- O manguito foi puxado de modo que as partes de cima e de baixo ficassem
firmemente presas ao redor do brago;
- Quando o manguito estava posicionado corretamente, pressionou-se o velcro com
firmeza e certificou-se de que ele estivesse firme ao redor do brago;
- Pressionou-se o botdao ON/OFF;
- Ap0s aparecer o simbolo do coracdo no painel digital, o botdo Start foi pressionado
e a adolescente permaneceu imovel até que se completasse a medicao;
- Quando a medida foi concluida, o monitor exibiu a pressdo arterial e a taxa de
batimentos cardiacos e o manguito ¢ desinflado automaticamente;
- Os valores das pressoes sistolica e diastdlica foram registrados.
- Esperou-se 1 a 2 minutos antes de realizar novas medidas. Pode ser necessario mais
tempo de descanso entre as leituras, dependendo das caracteristicas fisiologicas de

cada individuo;
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4.3.7 Avaliacao bioquimica

Os parametros bioquimicos analisados foram: glicemia de jejum, insulinemia
de jejum, HDL e triglicerideos. As amostras foram colhidas por pun¢do venosa, apos
12 horas de jejum, com material descartavel, sendo utilizado o analisador automatico
de pardmetros bioquimicos COBAS®. As analises foram realizadas no Laboratorio
de Anélises Clinicas da Divisdo de Saude da UFV, no municipio de Vigosa-MG. Os
niveis de insulina foram dosados em um laboratorio de referéncia da cidade do Rio
de Janeiro, RJ.

A resisténcia insulinica foi avaliada por meio do modelo matematico HOMA -
IR (Homeostasis Model Assessment - Insulin Resistance), baseado na medida da
glicemia e insulina de jejum (Geloneze & Tambascia, 2006):

HOMA-IR = glicemia (mMol) x insulina (uUmL) + 22,5

Valores de HOMA > 3,16 caracterizavam adolescentes com resisténcia
insulinica, enquanto que valores inferiores caracterizavam adolescentes sensiveis a
insulina (I Diretriz de Prevencdo da Aterosclerose na Infancia e na Adolescéncia,

2005).

4.3.8 Marcadores de risco para a sindrome metabdlica

Em virtude da auséncia de consenso acerca dos parametros e pontos de corte
a serem utilizados no diagnostico da sindrome metabdlica em adolescentes, foram
utilizados os parametros recomendados pelo National Cholesterol Education
Program/Adult Treatment Panel III (NCEP/ATPIII) em 2001 para adultos (NCEP,
2001). Tal escolha baseou-se na maior utilizacdo desta referéncia na populagao
adulta, bem como na relativa facilidade de obtengdo dos pardmetros preconizados

(Tabela 1).

Tabela 1 - Parametros propostos para diagnostico clinico da Sindrome Metabolica
pelo National Cholesterol Education Program/Adult Treatment Panel II1* .

Parametros

e (Glicemia de jejum

e Circunferéncia da cintura

e Triglicerideos

e HDL (high density lipoprotein)

e Pressdo Arterial (sistolica e diastolica)

*I Diretriz Brasileira de Diagnoéstico e Tratamento da Sindrome Metabolica, 2005
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Apesar de ndo incluidas no critério proposto pelo NCEP/ATPIIL, a
insulinemia de jejum e a resisténcia insulinica também foram consideradas fatores de
risco para sindrome metabdlica, tendo em vista que a resisténcia
insulinica/hiperinsulinemia ¢ considerada o principal fator fisiopatologico da
sindrome metabolica (I Diretriz Brasileira de Diagnostico e Tratamento da Sindrome

Metabolica, 2005).

4.3.9 Quantificacdo do mRNA dos marcadores inflamatorios

A quantificacdo dos marcadores inflamatérios foi feita por meio da técnica
quantitativa “Real-Time Polymerase Chain Reaction” (RT-PCR). Para tal, foi
coletado o “buffy coat” (concentrado de leucécitos) do sangue das adolescentes, apds
centrifugacdo do sangue venoso a 2.260g por 10 minutos em tubo contendo
anticoagulante (tubo vacutainer® com EDTA). Apds coleta, o buffy coat foi
congelado imediatamente em nitrogénio liquido, e conservado a -80°C até o
momento das analises.

A utilizacdo de células sanguineas parece conveniente no estudo da expressao
génica, uma vez que tal amostra pode ser facilmente coletada em suficientes
quantidades e utilizando-se de métodos menos invasivos, em contraste a coleta de
outros tecidos, como o adiposo, muscular e hepatico. Além disso, seus resultados sdo
mais reprodutiveis e sdo sensiveis em relacao a presenca de inflamacgao subclinica na
populagdo estudada (Mello et al., 2008). A escolha da amostra (“buffy coat”) para
analise baseou-se no fato de que as citocinas expressas pelo tecido adiposo seriam
responsaveis pela ampliacdo periférica do sinal inflamatério, por meio do estimulo
das células mononucleares do sistema imune.

v’ Extracdo do RNA

O RNA total da amostra de “Buffy Coat” foi extraido utilizando o reagente
Trizol (Invitrogen®). Em um “eppendorf” de 2mL, foram adicionados ImL de
Trizol, incubando por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foram
adicionados 150uL de cloroférmio, agitando manualmente por 15 segundos e
incubando a temperatura ambiente por 2 minutos. Apos centrifugacao (12.000g por
15 minutos a 4°C), a fase aquosa foi transferida para um novo “eppendorf” de 2mL,
no qual foram adicionados 380uL de isopropanol. A amostra foi incubada por 10
minutos a temperatura ambiente, e entdo centrifugada a 12.000g por 10 minutos a
4°C. Apos este processo, o sobrenadante foi cuidadosamente desprezado, e o

precipitado foi lavado com 750uL de etanol gelado (75%), mantendo esta solucdo
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estocada a -70°C “overnight”. Apds este periodo, a amostra foi centrifugada (7500g
por 10 minutos a 20°C), desprezando-se cuidadosamente o sobrenadante e secando o
precipitado a 37°C. Na ultima fase, a amostra foi suspendida em 40pL de agua
deionizada, autoclavada, e incubada por 10 minutos a 35°C, a fim de facilitar a
solubilizacdo do RNA extraido.

v Reacdes de real time RT-PCR

O DNA complementar foi confeccionado utilizando 11pL de mRNA
extraido, por meio de reagdo utilizando a enzima transcriptase reversa (Fermentas). A
analise quantitativa do mRNA foi realizada pela técnica de PCR em tempo real no
equipamento 7300 Real-Time PCR System - Applied Biosystems, utilizando o
sistema de quantificacdo por fluorescéncia SYBR-Green (Platinum® SYBR® Green
qPCR SuperMix with ROX - Invitrogen). O ciclo da PCR envolveu uma
desnaturacdo inicial de 95°C (10 minutos) e entdo 40 ciclos, com 1 minuto de
desnaturagao (94°C), 1 minuto de anelamento (56°C) e 2 minutos de alongamento
(72°C), seguidos da curva padrao de dissociagdo.

As seqiiéncias dos “primers” utilizados (“sense” e ‘“‘antisense”) e suas
propriedades de reacdo estdo descritas no Quadro 2. As condigdes de PCR foram
otimizadas considerando a concentragdo do “primer”, auséncia de formagdo de
dimeros, eficiéncia na amplificacdo dos genes alvo e controle dos genes
constituintes.

Para cada reagdo foram utilizados 20uL de primers (400nM), Sul de cDNA ¢
25uL de SBYR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Os limites de
deteccdo para o resultado positivo da RT-PCR foram baseados nas concentracdes ao
inicio do estudo. Calculos para determinagdo do nivel relativo de expressdao do gene
foram feitos de acordo com instrugdes do fabricante — “User’s Bulletin from Applied
Biosystems” - tendo como referéncia a -actina da amostra, usando o método cycle
threshold (Ct). O Ct é ponto onde um aumento exponencial significativo na
quantidade de amplificado (fluorescéncia) ¢ primeiramente detectado (geralmente 10
vezes o valor inicial). As médias dos valores das duplicatas do Ct dos individuos do
estudo foram utilizadas para calcular a expressdo do gene de interesse de cada
individuo do grupo, com a normalizacdo de um controle interno (3 - actina). Esse
valor foi entdo comparado com a expressao do gene de individuos controle para
calculo do aumento da expressio do gene, utilizando a formula 2 ~ ', de acordo com

as orientacdes do fabricante.
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Quadro 2: Seqiiéncia dos primers e propriedades de reagao.

Gene Seqiiéncias Sense e Anti-sense | tA (°C)* | tM (°C)? | pb®
_ ATGTTTGAGACCTTCAACA
B-actina 56 75 495
CACGTCAGACTTCATGATGG
AAGCCTGTAGCCCATGTTGT
TNF-a 56 79 330
CAGATAGATGGGCTCATACC
AAGCCAGAGCTGTGCAGATGA
IL-6 59 80 220
ATTTGCCGAAGAGCCCTCA
AGATC TCCGAGATGC CTTCA
1L-10 58 85 307
CCGTGGAGCAGGTGAAGAAT

! Temperatura de anelamento
2 Temperatura de melting
3 Pares de base

4.4 Processamento de dados e analise estatistica

O banco de dados foi elaborado no software Microsoft® Office Excel 2003.

A analise dos dados foi realizada utilizando o software Sigma Statistic® for
Windows, versao 2.0, sendo utilizado o teste ndo paramétrico Mann-Whitney para
grupos independentes, ¢ o coeficiente de correlacdo de Pearson para avaliagdo da
correlagdo entre varidveis nao paramétricas. O nivel de rejeicdo da hipotese de
nulidade foi < 0,05 ou 5%.

Para confecg¢do dos graficos, foi utilizado o software GraphPad Prism®
1999, versdo 3.0.

4.5 Aspecto ético

O estudo foi desenvolvido apés aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa

com Seres Humanos da Universidade Federal de Vigosa (Anexo 1).
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5.1 ARTIGO 1: Expressdo periférica de marcadores inflamatérios em
adolescentes do género feminino com sobrepeso e nas “metabolicamente obesas
de peso normal”.

Carvalho, G.Q.; Pereira, P.F; Serrano, H.M.S; Franceschini, S.C.C.; De Paula, S.O.;
Priore, S.E; Peluzio, M.C.G.

RESUMO

Objetivos: Avaliar a expressdo periférica de TNF-a, IL-6 e IL-10 em adolescentes
do género feminino com sobrepeso e nas “metabolicamente obesas de peso normal”,
e a relacdo entre a expressdo dessas citocinas e os parametros da sindrome
metabolica. Metodologia: Avaliou-se 72 adolescentes do género feminino pds-
puberes, de 14 a 17 anos, divididas em 3 grupos: eutréficas (G1), “metabolicamente
obesas de peso normal” (G2) e sobrepeso (G3). Coletaram-se dados relacionados aos
parametros da sindrome metabolica: circunferéncia da cintura, glicemia de jejum,
insulinemia de jejum, resisténcia insulinica, triglicerideos, HDL, pressdo arterial
sistolica e diastolica. Avaliou-se a expressao periférica de TNF-a, IL-6 e IL-10, ¢ a
correlacdo entre a expressao periférica dessas citocinas e os parametros da sindrome
metabolica. Resultados: G2 apresentou valores intermediarios de peso, IMC e %GC
em comparacao com G1 e G3. Maiores valores de glicemia e de resisténcia insulinica
foram verificados no G2 em relagdo ao GI1, ndo diferindo do G3. G2 apresentou
maiores valores de insulinemia e menores de HDL que G3. Avaliando-se a expressao
periférica das citocinas do G2 ¢ G3 em relagao ao G1, G3 apresentou aumento na
expressdo de TNF-a e IL-10 de 6% e 31%, respectivamente, e o G2 apresentou
aumento de 44% na expressdo de IL-6, ndo havendo diferengas na expressdo das
citocinas entre G2 e G3. Verificou-se correlagao positiva entre TNF-a e IL-6, e entre
IL-10 e as citocinas pro-inflamatorias nas adolescentes do G2, e nas adolescentes
com excesso de gordura corporal (G2 + G3), e correlagdao positiva entre a IL-6 ¢
glicemia (grupo G2), ¢ entre IL-6 e triglicerideos (grupo G3). Conclusio:
Adolescentes “metabolicamente obesas de peso normal” apresentaram perfil
metabolico, inflamatdério e de composicdo corporal semelhante a de adolescentes
com sobrepeso. Demonstrou-se possivel relagdo entre IL-6 e glicemia e
triglicerideos. A correlagao positiva entre IL-10 e TNF-a e IL-6, bem como a maior
expressdo de IL-10 nas adolescentes com sobrepeso em relagdo as eutroficas, sugere
tentativa de inibicao da produgdo dessas citocinas pela IL-10.

Palavras-chave: Adolescentes, obesidade, sindrome metabdlica, inflamacdo

subclinica.
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ARTICLE 1: Peripheral expression of inflammation makers in female
overweight adolescents and in those “metabolic obese normal weight™.

Carvalho, G.Q.; Pereira, P.F; Serrano, H.M.S; Franceschini, S.C.C.; De Paula, S.O.;
Priore, S.E; Peluzio, M.C.G.

ABSTRACT

Objectives: To evaluate the peripheral expression of TNF-a, IL-6 and IL-10 in
overweight female adolescents and in those “metabolic obese normal weight”, and to
verify the relationship between peripheral expression of those cytokines and the
metabolic syndrome parameters. Methodology: 72 female adolescents in post-
pubescent were evaluated, 14 to 17 years old. They were divided into 3 groups:
eutrophic (G1), “metabolic obese normal weight” (G2) and overweight (G3). Data
related to the parameters of the metabolic syndrome were collected: waist
circumference, fasting plasma glucose, fasting insulin, insulin resistance,
triglycerides, HDL, systolic and diastolic blood pressure. It was evaluated the
expression of those cytokines, and the correlation of those cytokines with the
parameters of the metabolic syndrome. Results: G2 had intermediary values of
weight, IMC and %GC in comparison to G1 and G3. Glicemia and insulin resistance
were increased in G2 in comparison to G1, not differing of the G3. Insulinemia was
increased and HDL was decreased in G2 in comparison to G3. Evaluating the
peripheral expression of citocinas of G2 and G3 in comparison to G1, G3 had
increase of 6% and 31% in expression of TNF-o and IL-10, respectively, and G2 had
increase of 44% in expression of IL-6, without differences in the expression of
cytokines between G2 and G3. There was positive correlation between TNF-a and
IL-6, and between IL-10 and pro-inflammatory cytokines in the adolescents of G2,
and in the adolescents with excess of body fat (G2 + G3), and positive correlation
between IL-6 and glicemia (G2 group), and between IL-6 and triglycerides (G3
group). Conclusion: “Metabolic obese normal weight” adolescents had metabolic
profile, inflammatory profile and body composition similar to adolescents with
overweight. It demonstrated the possible relation between IL-6 and glicemia and
triglycerides. The positive correlations between IL-10 and TNF-a, IL-10 and IL-6, as
well as the increased expression of IL-10 in overweigh adolescents regarding the
eutrophic, suggests an attempt to inhibition the production of these citocinas by IL-
10.

Key-words: Adolescents, obesity, metabolic syndrome, subclinical inflammation.
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5.1.1 Introducéo

O aumento dos casos de obesidade em criangas ¢ adolescentes ¢ evidente
tanto nos paises desenvolvidos quanto naqueles em desenvolvimento. Adolescentes
obesos apresentam maior risco de permanecerem obesos na vida adulta, e/ou
apresentarem doencas cronicas relacionadas a obesidade. Evidéncias sugerem que as
co-morbidades estdo presentes cada vez mais cedo, acometendo ja criancas e
adolescentes. Apesar de pouca informagao acerca das conseqiliéncias da obesidade na
infancia, ¢ consenso que os efeitos desta doenca s3o similares em criangas e adultos,
sendo de curto e médio prazo na infancia, podendo se estender em longo prazo, na
vida adulta (Daniels et al., 2005).

O tecido adiposo ¢ considerado o “link” entre a obesidade e o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Além de estocar calorias na forma de
triglicerideos, este tecido secreta uma enorme variedade de proteinas conhecidas
como adipocinas, as quais atuam nas mais diversas fung¢des, regulando o apetite e o
balango energético, a imunidade, a sensibilidade a insulina, a angiogénese, a pressao
arterial, o metabolismo lipidico e a homeostasia. Todas essas fungdes estdo direta ou
indiretamente ligadas ao desenvolvimento de doengas cardiovasculares. Quando
ocorre desequilibrio na produgdo e/ou atuacdo das adipocinas, pode haver o
aparecimento de doengas cardiovasculares (Ronti et al. 2006)

Virias adipocinas modulam o processo inflamatério do organismo, como a
leptina, adiponectina, as interleucinas (IL) e o Fator de Necrose Tumoral — alfa
(TNF-0). A obesidade caracteriza-se pelo estado de inflamacdo cronica subclinica,
com aumento da expressao de substancias pro - inflamatdrias e inibicado daquelas
antiinflamatdrias. Algumas citocinas pré - inflamatorias favorecem o estado de
hiperinsulinemia, agindo diretamente nos receptores de insulina, e propiciando o
desenvolvimento de resisténcia insulinica, e, consequentemente, da sindrome
metabolica nestes individuos (Juge-Aubry et al., 2005).

As citocinas secretadas pelo tecido adiposo, principalmente IL-1B, IL-6 e
TNF-a, sdo capazes de estimular a sintese hepatica de proteinas de fase aguda in vivo
e in vitro (Richards et al. 1991) além de estimular a ativa¢do e aumento numérico das
células inflamatorias nos linfonodos e na corrente sanguinea (Fantuzzi, 2005).
Sugere-se que a obesidade e a resisténcia insulinica em humanos sejam associadas a
ativacdo de células inflamatorias mononucleares € ao aumento da expressao de

citocinas, embora tais células ndo sejam a fonte primaria para elevacdo das citocinas
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inflamatorias em individuos obesos (Mello et al., 2008). As células mononucleares
periféricas se encontram ativadas e em maior numero em individuos obesos (Ghanim
et al., 2004).

Uma condicdo que tem chamado a atengdo de especialistas sdo os individuos
que possuem peso normal, mas que apresentam excesso de gordura corporal (De
Lorenzo et al., 2006). Segundo alguns autores, estes individuos podem apresentar
risco de desenvolvimento de disturbios metabdlicos semelhante ao de individuos
obesos, sendo conhecidos como “metabolicamente obesos de peso normal”
(Ruderman et al., 1981; De Lorenzo et al., 2006). Assim, o excesso de gordura
corporal ¢ considerado fator de risco para o desenvolvimento de doengas
cardiovasculares, independente do excesso de peso corporal (Taylor et al., 2002).
Essa ¢ uma populagdo pouco estudada, principalmente adolescentes, € pouco se sabe
sobre a expressao de marcadores inflamatorios nestes individuos.

Devido a existéncia de poucos estudos que avaliassem o processo de
inflamacao subclinica em individuos metabolicamente obesos de peso normal, torna-
se importante a realizacdo de estudos que avaliem as alteragdes metabdlicas em
criancas e adolescentes. A tendéncia de aumento nos casos de obesidade na
populagdo jovem e a baixa sensibilidade do IMC no diagnostico de obesidade em
adolescentes aumentam a relevancia e o impacto desses estudos (Taylor et al., 2002).

Neste estudo, avaliou-se a expressao periférica de TNF-a, IL-6 e IL-10 em
adolescentes do género feminino com sobrepeso e nas “metabolicamente obesas de
peso normal”, e a relacdo entre a expressdo dessas citocinas e os pardmetros da

sindrome metabolica.

5.1.2 Metodologia

5.1.2.1 Casuistica

Trata-se de estudo epidemioldgico, transversal, controlado. A populacao
avaliada constituiu 72 adolescentes do género feminino, com idade entre 14 e 17
anos, estudantes de escolas publicas de Vigosa — MG. Utilizou-se como critério de
exclusdo a utilizagdo de medicamentos ou a presenca de doengas que interferiam na
expressao de marcadores inflamatdrios, na pressao arterial, no perfil lipidico e/ou
metabolismo glicidico, e aquelas em periodo gestacional. Também foram excluidas
adolescentes com valores de Proteina C Reativa >10 mg/L, sendo este valor

caracterizado como presenca de possivel processo inflamatoério ou infec¢do, o que

51



poderia afetar os resultados referentes a expressao de marcadores inflamatorios
(Pearson et al., 2003). Assim, procurou-se garantir a homogeneidade da amostra,
bem como diminuir as interferéncias na avaliagdo bioquimica, clinica e de
composicao corporal.

As adolescentes selecionadas apresentaram menarca hé pelo menos 1 ano. A
escolha de meninas que ja tenham apresentado a menarca ¢ devido ao fato do estagio
de maturacdo sexual estar relacionado com a composi¢do corporal, e que a presenca
da menarca caracteriza o estdgio maturacional proximo do final (Vitalle et al., 2003).

A inclusdo das adolescentes ocorreu apds consentimento por escrito dos pais
ou responsaveis, mediante assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.
O estudo foi desenvolvido apos aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa com

Seres Humanos da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

5.1.2.2 Métodos

As avaliagdes antropométrica, de composi¢do corporal e pressdo arterial
foram realizadas por unico observador capacitado, no Ambulatério do Programa de
Atencdo a Saude do Adolescente (PROASA) da UFV. As coletas sanguineas foram
realizadas por profissional capacitado no Laboratorio de Analises Clinicas da

Divisdo de Saude da UFV.

Medidas Antropométricas e Composicdo Corporal

O peso ¢ a estatura foram aferidos segundo recomendacdes de Jelliffe (1968),
e utilizados para obtengdo do Indice de Massa Corporal (IMC). O IMC é calculado
pela relagdo entre peso corporal total, em quilogramas, e estatura, em metros ao
quadrado. Utilizou-se os pontos de corte e a referéncia antropométrica preconizados
pelo Center for Disease Control and Prevention — National Center for Health
Statistics — CDC/NCHS de 2000, segundo percentis para género e idade,
considerando-se com sobrepeso aquelas que possuiam valores de IMC superiores ao
percentil 85 (P85) das curvas do CDC de 2000 (Kuczmarski et al., 2000).

A circunferéncia da cintura (CC) foi aferida durante expira¢do normal, em
duplicata, no ponto médio entre o ultimo arco costal e a crista iliaca, correspondendo
a menor circunferéncia abaixo das costelas e acima do umbigo (Taylor et al., 2000).

A composi¢do corporal foi estimada utilizando-se o aparelho de
bioimpedancia elétrica horizontal (Biodynamics©, modelo 310, versdao 7.1). Esta

avaliacdo foi realizada no mesmo dia em que ocorreu a coleta sanguinea para
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avaliacdo dos dados bioquimicos, sendo precedida de 12 horas de jejum. As
adolescentes foram orientadas a seguir procedimentos prévios, a fim de ndo
comprometer os resultados: estar ha pelo menos 7 dias da data da ultima menstruagao
e 7 antes da proxima; ndo fazer uso de diuréticos pelo menos nos 7 dias anteriores a
realizacdo do exame; ndo realizar exercicio fisico nas 12 horas anteriores a realizacao
do exame e urinar 30 minutos antes da realizagdo do exame, apresentando-se com a
bexiga vazia.

Utilizando-se dos valores de IMC e da composi¢do corporal, a amostra foi

dividida em 3 grupos:

= Controle (G1): adolescentes que apresentavam IMC entre os percentis 25 e
85, segundo idade e género, de acordo com as curvas do CDC 2000
(Kuczmarski et al., 2000) e percentual de gordura corporal total entre 20% e
25%, de acordo com Lohman (1992). Tratava-se de um grupo composto por
apenas adolescentes eutroficas.

= “Metabolicamente obesas de peso normal” (G2): adolescentes que

apresentavam IMC entre os percentis 25 e 85, segundo idade e género, de
acordo com as curvas do CDC 2000 (Kuczmarski et al., 2000) e percentual de
gordura corporal total > 28%. Dessa forma, as adolescentes eram eutréficas
segundo o IMC, porém apresentavam gordura corporal elevada.

= Sobrepeso (G3): adolescentes que apresentavam IMC acima do percentil 85

segundo idade e género, de acordo com CDC 2000 (Kuczmarski et al., 2000),
e percentual de gordura corporal total > 28%. Neste grupo, as adolescentes

apresentavam tanto peso e quanto gordura corporal elevados.

Presséo Arterial Sistémica

Para avaliacdo da pressdo arterial, foi utilizado o monitor de pressao
sanguinea de inflagdo automatica. A técnica para afericdo da pressdo arterial estava
de acordo com as normas da Sociedade Brasileira de Cardiologia (2006) e do manual
do aparelho de pressdo arterial automatico.

Foram realizadas pelo menos trés medidas, com intervalo de um minuto entre
elas, sendo a média das duas Ultimas considerada a pressdo arterial do individuo.
Caso a pressoes diastolicas obtidas apresentassem diferencgas superiores a 4mmHg,
novas verificagdes foram realizadas, até que se obtivessem medidas com diferenca

inferior a esse valor. As medi¢gdes foram obtidas no membro superior esquerdo.
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Avaliacdo bioguimica

Os parametros bioquimicos analisados foram: glicemia de jejum, insulinemia
de jejum, HDL e triglicerideos. As amostras foram colhidas por pun¢do venosa, apos
12 horas de jejum, com material descartavel, sendo utilizado o analisador automatico
de parametros bioquimicos COBAS®. As analises foram realizadas no Laboratorio
de Analises Clinicas da Divisdo de Saude da UFV, no municipio de Vigosa-MG. Os
niveis de insulina foram dosados em um laboratorio de referéncia da cidade do Rio
de Janeiro, RJ.

A resisténcia insulinica foi avaliada por meio do modelo matematico HOMA -
IR (Homeostasis Model Assessment - Insulin Resistance), baseado na medida da
glicemia e insulina de jejum (Geloneze & Tambascia, 2006):

HOMA-IR = glicemia (mMol) x insulina (uUmL) + 22,5

Marcadores de risco para a Sindrome Metabdlica

Em virtude da auséncia de consenso acerca dos parametros e pontos de corte
a serem utilizados no diagnostico da sindrome metabdlica em adolescentes, foram
utilizados os pardmetros recomendados pelo National Cholesterol Education
Program/Adult Treatment Panel III (NCEP/ATPIII) em 2001 para adultos (NCEP,
2001). Tal escolha baseou-se na maior utilizagdo desta referéncia na populagdo
adulta, bem como na relativa facilidade de obtencao dos parametros preconizados.

Segue os parametros propostos para diagnostico clinico da Sindrome
Metabélica pelo NCEP/ATP III (NCEP, 2001) para adultos:

e Glicemia de jejum

e Circunferéncia da cintura (CC)

e Triglicerideos (TG)

e HDL (high density lipoprotein)

e Pressao Arterial (sistolica e diastolica — PAS e PAD)

Apesar de ndo incluidas no critério proposto pelo NCEP (2001), a insulinemia
de jejum e a resisténcia insulinica também foram consideradas fatores de risco para
sindrome metabdlica, tendo em vista que a resisténcia insulinica/hiperinsulinemia ¢é
considerada o principal fator fisiopatologico da sindrome metabolica (I Diretriz

Brasileira de Diagnostico e Tratamento da Sindrome Metabolica, 2005).
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Quantificacdo do mRNA dos marcadores inflamatorios

A quantificacdo dos marcadores inflamatérios foi feita por meio da técnica
quantitativa “Real-Time Polymerase Chain Reaction” (RT-PCR). Para tal, foi
coletado o “buffy coat” (concentrado de leucécitos) do sangue das adolescentes, apds
centrifugacdo do sangue venoso a 2.260g por 10 minutos em tubo contendo
anticoagulante (tubo vacutainer® com EDTA). Apos coleta, o buffy coat foi
congelado imediatamente em nitrogénio liquido, e conservado a -80°C até o
momento das analises.

v’ Extragdo do RNA

O RNA total da amostra de “Buffy Coat” foi extraido utilizando o reagente
Trizol (Invitrogen®). Em um “eppendorf” de 2mL, foram adicionados ImL de
Trizol, incubando por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foram
adicionados 150pL de cloroférmio, agitando manualmente por 15 segundos e
incubando a temperatura ambiente por 2 minutos. Apos centrifugacao (12.000g por
15 minutos a 4°C), a fase aquosa foi transferida para um novo “eppendorf” de 2mL,
no qual foram adicionados 380uL de isopropanol. A amostra foi incubada por 10
minutos a temperatura ambiente, e entdo centrifugada a 12.000g por 10 minutos a
4°C. Apods este processo, o sobrenadante foi cuidadosamente desprezado, e o
precipitado foi lavado com 750uL de etanol gelado (75%), mantendo esta solugao
estocada a -70°C “overnight”. Apds este periodo, a amostra foi centrifugada (7500g
por 10 minutos a 20°C), desprezando-se cuidadosamente o sobrenadante e secando o
precipitado a 37°C. Na ultima fase, a amostra foi suspendida em 40pL de 4gua
deionizada, autoclavada, e incubada por 10 minutos a 35°C, a fim de facilitar a
solubilizacdo do RNA extraido.

v" Reacdes de real time RT-PCR

O DNA complementar foi confeccionado utilizando 11pL de mRNA
extraido, por meio de reagdo utilizando a enzima transcriptase reversa (Fermentas®).
A andlise quantitativa do mRNA foi realizada pela técnica de PCR em tempo real no
equipamento 7300 Real-Time PCR System - Applied Biosystems, utilizando o
sistema de quantificacdo por fluorescéncia SYBR-Green (Platinum® SYBR® Green
qPCR SuperMix with ROX - Invitrogen). O ciclo da PCR envolveu uma
desnaturacdo inicial de 95°C (10 minutos) e entdo 40 ciclos, com 1 minuto de
denaturagdo (94°C), 1 minuto de anelamento (56°C) e 2 minutos de alongamento

(72°C), seguidos da curva padrao de dissociagdo.
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Utilizou-se os “primers” (“sense” e “antisense”) dos mediadores: TNF-alfs 5'
AAGCCTGTAGCCCATGTTGT 3' e TNF-alfas 5' CAGATAGATGGGCTCAT-
ACC 3, IL-6s 5' AAGCCAGAGCTGTGCAGATGA 3'e IL-6as 5 TTTGCCGAA -
GAGCCCTCA 3', IL-10s 5 AGATCTCCGAGATGCCTTCA 3'e IL-10as 5' CCG-
TGGAGCAGGTGAAGAAT 3', e B-actins 5' ATGTTTGAGACCTTCAACA 3' e B-
actinas 5' CACGTCAGACTTCATGATGG 3'. As condicoes de PCR foram
otimizadas considerando a concentragdo do primer, auséncia de formagdo de
dimeros, eficiéncia na amplificagdo dos genes alvo e controle dos genes
constituintes.

Para cada reagdo foram utilizados 20uL de primers (400nM), 5ul de cDNA e
25uL de SBYR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Os limites de
deteccao para o resultado positivo da RT-PCR foram baseados nas concentragdes ao
inicio do estudo. Calculos para determinacdo do nivel relativo de expressdao do gene
foram feitos de acordo com instrugdes do fabricante - User’s Bulletin from Applied
Biosystems - tendo como referéncia a B-actina da amostra, usando o método cycle
threshold (Ct). O Ct é ponto onde um aumento exponencial significativo na
quantidade de amplificado (fluorescéncia) é primeiramente detectado (geralmente 10
vezes o valor inicial). As médias dos valores das duplicatas do Ct dos adolescentes
de estudo (as com sobrepeso e as “eutroficas com elevado percentual de gordura
corporal”) foram utilizadas para calcular a expressdo do gene de interesse de cada
individuo do grupo, com a normalizacdo de um controle interno (f - actina). Esse
valor foi entdo comparado com a expressdo do gene de individuos controle para
calculo do aumento da expressio do gene, utilizando a formula 2 ~ ", de acordo com

as orientacdes do fabricante.

5.1.2.3 Analise estatistica

A analise dos dados foi realizada utilizando o software Sigma Statistic® for
Windows, versdo 2.0, sendo utilizado o teste ndo paramétrico Mann-Whitney para
grupos independentes, e o coeficiente de correlacdo de Spearman para avaliagdao da
correlacdo entre varidveis ndo paramétricas. O nivel de rejeicdo da hipdtese de
nulidade foi < 0,05 ou 5%.

Para confecgdo dos graficos, foi utilizado o software GraphPad Prism®
1999, versdo 3.0.
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5.1.3 Resultados

A mediana (minimo — maximo) de idade das adolescentes dos trés grupos
estudados foi de 15 anos (14 — 17). Foi possivel verificar que o grupo G2 apresentava
valores intermediarios de peso, IMC e %GC em comparagdo com os grupos controle
(G1) e sobrepeso (G3) (Tabela 1).

Quanto aos fatores relacionados com a sindrome metabolica (Tabela 2),
pode-se verificar que individuos do grupo G2 apresentavam maiores valores de
glicemia e do indice HOMA, quando comparado com individuos eutroficos (G1). No
entanto, os valores desses parametros nao diferiram do grupo G3. O grupo G2
apresentou, ainda, maiores valores de insulinemia e menores de HDL que o grupo
G3.

Neste estudo, foi avaliada a possivel relagao entre a presenca de adiposidade
elevada, dependente ou nao do peso corporal elevado avaliado pelo IMC, e a
expressao dos mediadores TNF-a, IL-6 e IL-10.

Avaliando-se a expressao das citocinas em relagdo ao grupo eutrofico,
observou-se que o grupo G3 apresentou aumento na expressao de TNF-a e IL-10 de
6% e 31%, respectivamente (Tabela 3). O grupo G2 apresentou aumento de 44% na
expressao de IL-6 em relagdo ao grupo eutrdéfico. No entanto, ndo houve diferenga na
expressao das citocinas entre os grupos G2 e G3 (grafico 1).

Pode-se verificar correlagdo positiva entre TNF-a e IL-6, e entre IL-10 ¢ as
citocinas pro-inflamatdrias nas adolescentes do grupo G2, e nas adolescentes com
excesso de gordura corporal (G2 + G3) (Tabelas 4 e 5). Também foi encontrada
associagdo entre a IL-6 e glicemia (grupo G2), e entre IL-6 e triglicerideos (grupo

G3) (Tabelas 5 e 6).

5.1.4 Discussao

As adolescentes com peso normal, mas com elevada porcentagem de gordura
corporal (G2), possuiam valores intermediarios de peso, IMC, gordura corporal e
circunferéncia da cintura em relagdo as adolescentes eutréficas e aquelas com
sobrepeso. No entanto, estas adolescentes (G2) apresentaram glicemia de jejum e o
indice HOMA com valores superiores aos das adolescentes eutroficas, mas valores
semelhantes aos das adolescentes obesas. Considerando que a resisténcia insulinica €
uma das primeiras alteracdes observadas em individuos com sindrome metabolica, e
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que a resisténcia insulinica ¢ um fator comum das alteragdes desta sindrome, os
resultados deste estudo sdo considerados relevantes (Sookoian et al., 2005).
Adolescentes “metabolicamente obesas de peso normal” podem apresentar risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares semelhante ao de adolescentes com
sobrepeso, provavelmente em decorréncia do excesso de gordura corporal (De
Lorenzo et al., 2006).

Ruderman et al. (1981) foram os primeiros autores a estudarem individuos
com peso normal mas com quantidade elevada de gordura corporal, € que possuiam
disturbios metabolicos semelhantes a de individuos obesos, como reducdo na
tolerancia a glicose, resisténcia insulinica e maior prevaléncia de dislipidemias e
hipertensao arterial, quando comparados com individuos eutroficos. Estes individuos
denominados “metabolicamente obesos de peso normal” eram considerados obesos,
mas sua obesidade ndo era revelada por parametros utilizados usualmente, os quais
nao distinguem a composi¢cdo corporal, como o peso ¢ a estatura. Estimava-se que
essa condicao estava presente apenas em individuos mais velhos, de meia-idade, no
entanto, atualmente verifica-se individuos jovens que apresentam excesso de gordura
corporal, embora permanegam com peso adequado em relagdo a estatura (Taylor et
al., 2002). Em 2006, De Lorenzo et al. (2006) propuseram a existéncia de uma nova
sindrome: individuos com peso normal mas com quantidade elevada de gordura
corporal, sem a obrigatoriedade de possuirem algum distirbio metabdlico, seriam os
“obesos de peso normal”. Comparados com os eutréficos, estes individuos
apresentavam maior risco de desenvolvimento de disturbios metabdlicos (De
Lorenzo et al., 2006).

A utilizagao de células sanguineas parece conveniente no estudo da expressao
génica, uma vez que tal amostra pode ser facilmente coletada em suficientes
quantidades e utilizando-se de métodos menos invasivos, em contraste com outros
tecidos, como o adiposo, muscular e hepatico. Além disso, seus resultados sdo mais
reprodutiveis e sdo sensiveis em relacdo a presenca de inflamagdo subclinica na
populacao estudada (Mello et al., 2008).

Comparando a expressao periférica de citocinas das adolescentes dos grupos
G2 e G3 com aquelas do grupo Gl, verificou-se que o grupo G2 apresentava
aumento na expressdo de IL-6, e o grupo G3 apresentou aumento na expressao
periférica de TNF-a e IL-10, embora ndo tenha sido encontrada diferencas na
expressao entre os grupos G2 e G3. Tais resultados sugerem que adiposidade pode

determinar o perfil de inflamagdo subclinica de maneira mais sensivel que outros
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parametros relacionados a obesidade que ndo consideram a composi¢do corporal,
como o IMC, ja que adolescentes com peso normal e elevado percentual de gordura
coporal apresentavam aumento na expressdo de IL-6. Apesar de o IMC ser
fortemente correlacionado com a adiposidade, sua utilizagdo pode ser limitada, ja que
este indice ndo distingue os compartimentos corporais (Kuczmarski et al., 2000).

Estudos realizados com adolescentes e criangas demonstraram a presenga
precoce de inflamacdo subclinica naqueles individuos com excesso de peso (Vikram
et al., 2003; Ferranti et al., 2006; Kapiotis et al., 2006). A inflamacao subclinica pode
ser evidenciada também em adolescentes obesos pré-puberes. Em um estudo caso-
controle, verificou-se que aqueles adolescentes com peso corporal acima de 120%
em relacdo ao peso ideal também apresentavam maiores niveis das citocinas pro-
inflamatorias IL-1P, IL-6 e TNF-a (Aygun et al., 2005). Entretanto, neste estudo, ndo
foi avaliada a composicdo corporal das adolescentes, supondo que aquelas que
apresentavam excesso de peso também possuiam excesso de gordura corporal, visto
a alta correlacdo entre estes dois pardmetros. Esta condigdo pode ser vista na maioria
dos trabalhos realizados, os quais utilizam o IMC como parametro para diagndstico
da obesidade.

Alguns autores consideram a inflamacgdo subclinica como o elo entre a
obesidade e os fatores de risco para desenvolvimento de doengas cardiovasculares
(Berg et al., 2004). As citocinas inflamatorias estdo associadas a diminui¢ao do
HDL-colesterol, aumento dos niveis de triglicerideos e disfungdo endotelial. Assim,
as adipocinas representam fatores importantes na relacdo entre adiposidade,
sindrome metabdlica e doengas cardiovasculares (Hermsdorff e Monteiro, 2004).
Segundo Gilardini et al. (2006), o aumento de mediadores pro—inflamatorios e a
redugdo dos antiinflamatorios estdo sendo recentemente adicionados aos
componentes da sindrome metabdlica, a qual ¢ atualmente considerada um estado de
inflamacao cronica de baixa intensidade.

Ainda ndo existem valores de referéncia para a expressao de TNF-a, IL-6 e
IL-10 que se relacionem ao desenvolvimento de doengas cardiovasculares. No
entanto, sabe-se que a secrecao de substancias pré-inflamatérias pelos adipocitos,
mesmo em pequenas quantidades, contribui para indug¢do da inflamacao e ativacdo da
resposta imune inata. Isto porque as citocinas produzidas, na presenga de algum
estimulo, sdo bioativas em concentragdes muito baixas, sendo que a ocupacio de
10% de seu receptor ¢ suficiente para desencadear uma resposta (Juge-Aubry et al.,

2005).
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A sugestdo para a funcdo do TNF-a secretado pelo adipocito se relaciona a
sua a¢cdo como um adipostato, com efeito central na regulagdo do peso corporal. Os
principais efeitos periféricos desta citocina correspondem a inibi¢do da lipoproteina
lipase (LPL), diminuicdo da expressao do transportador de glicose GLUT 4 e
inibi¢do da atividade do receptor de insulina (Bullo et al, 2002). Isto corresponde a
uma tentativa do organismo em cessar o ganho de peso corporal por meio da inibi¢do
do acumulo de gordura corporal no tecido adiposo. No entanto, como efeito adverso,
tais alteragcdes metabodlicas induziriam ao desenvolvimento de dislipidemia,
hiperglicemia e resisténcia insulinica, ao quais compdem os fatores de risco para

sindrome metabodlica. A IL-6, da mesma forma que o TNF-a, inibe a expressao da

LPL, porém, diferente do TNF-a, ndo estimula a lipolise (Kern et al., 2001).

Quando avaliada a relacdo entre inflamacdo subclinica e componentes da
sindrome metabdlica nas adolescentes avaliadas no presente estudo, observou-se que
a IL-6 correlacionou-se com a glicemia (grupo G2) e com os triglicerideos (grupo
G3). Isto sugere possivel envolvimento da IL-6 no desenvolvimento de disturbios
metabolicos.

Pouco se sabe sobre as conseqiiéncias da inflamacdo subclinica em longo
prazo em criangas ¢ adolescentes, entretanto sugere-se que ocorréncia precoce deste
distarbio tenderia a agravar as morbidades relacionadas na idade adulta. No estudo
de Paolisso et al. (1998), foi verificado que em uma amostra de 70 individuos com
idade entre 21 e 94 anos, a correlagdo entre TNF-a plasmatica e idade foi
independente do género e da gordura corporal (r = 0,64; P <0,0001). Faltam estudos
acerca das conseqiiéncias da inflamagdo subclinica em individuos jovens,
principalmente dos efeitos futuros desta condigao.

Em relagdo a IL-10, ao contrario do que tem sido descrito na literatura, houve
ligeiro aumento de sua expressao nas adolescentes do grupo G3, e correlagdo positiva
com a expressao das citocinas pro-inflamatorias (TNF-a e IL-6).

A IL-10 ¢ uma citocina antiinflamatéria produzida por células B, mondcitos,
macrofagos e células T helper, sendo sua produgdo estimulada pela presenga de
processos inflamatdrios. Esta citocina age atenuando estes processos, a fim de
proteger o organismo contra uma resposta inflamatdria exacerbada e seus efeitos
nocivos ao organismo. Assim, sugere-se que a alta expressao de IL-10 observada em
adolescentes sobrepeso e a correlagdo positiva com IL-6 e TNF-a, encontrado no
nosso estudo, pode representar uma tentativa de inibi¢do da producdo de citocinas

pré-inflamatorias. Resultados semelhantes foram descritos por Esposito et al. (2003),
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0s quais ao encontrarem também valores aumentados para esta citocina em
individuos obesos, afirmaram que, apesar de sua acao antiinflamatoria, a producao de
IL-10 nao foi suficiente para sobrepor a agdo dos marcadores pré-inflamatorios.

Geralmente, os estudos tém demonstrado que a IL-10 encontra-se reduzida
em individuos obesos ¢ em processos inflamatorios, suprimida pela presenga das
citocinas pro-inflamatodrias. No estudo de Manigrasso et al. (2005), avaliando 104
mulheres obesas em idade reprodutiva e 20 mulheres saudaveis, a IL-10 apresentava-
se reduzida nas obesas, principalmente naquelas com obesidade do tipo andrdide. Ja
o estudo de Exel et al. (2002) demonstrou que a elevada expressao de IL-10 no
sangue periférico poderia ser um fator protetor ao desenvolvimento de diabetes
mellitus tipo 2.

No estudo de Singh et al. (2006), foi avaliado o efeito da proteina C reativa
na expressdo de IL-10 em mondcitos humanos ativados pela presenca de
lipopolissacarideos. Apos incubagdo das células, foi verificado que a presenca da
proteina C reativa foi responsavel pela redu¢do da expressdo de IL-10 em células
mononucleares ativadas. Isto indica que as substancias pro-inflamatérias ampliariam
a inflamacao subclinica em decorréncia da inibi¢ao da via antiinflamatoria, o que ndo

foi encontrado em nosso estudo.

5.1.5 Conclusao

Adolescentes com peso normal e excesso de gordura corporal apresentam
perfil metabolico, inflamatério e de composi¢do corporal semelhante a de
adolescentes com sobrepeso.

O aumento da expressao das citocinas pro-inflamatorias foi verificado em nas
adolescentes com excesso de gordura corporal, sendo maior a expressao de TNF-a
nas adolescentes com sobrepeso, e de IL-6 nas “metabolicamente obesas de peso
normal”.

Verificou-se resultado possivel relagdo entre IL-6 e alguns parametros da
sindrome metabolica. A correlagdo positiva entre IL-10 e TNF-a e IL-6 nos grupos
avaliados, bem como a maior expressao de IL-10 nas adolescentes com sobrepeso,
sugere tentativa de inibi¢do da producdo dessas citocinas pela IL-10. Infere-se que,
apesar do aumento evidente da IL-10, a produgdo de citocinas pré-inflamatérias

sobrepds a ac¢do desta citocina.
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5.1.6 Tabelas e graficos

Tabela 1: Caracteristicas antropométricas de adolescentes
estudantes de escolas publicas de Vigosa-MG.

do género feminino,

“Metabolicamente

Eutrofico obesas de peso Sobrepeso Valordep Valordep
(G1) normal” (G3) G2vs. G1 G2 vs. G3
(G2)

Idade 15 15 15 0,910 0,837
(anos) (14-17) (14-17) (14-17)
Peso 49,850 56,70 67,05 <0,001 <0,001
(kg) (43,05 — 67,75) (46,45 — 75,40) (55,40 — 116,00)
Estatura 161,45 162,35 159,25 0,959 0,120
(cm) (148,00 — 174,50) (150,50 — 178,90) (148,60 — 169,20)
IMC 19,17 22,06 26,10 <0,001 <0,001
(kg/m?) (17,80 — 22,63) (19,32 - 25,37) (23,40 — 41,40)
GC (%) 23,00 30,50 32,25 <0,001 0,030

(20,70 — 24,50) (29,50 — 34,40) (29,20 — 42,40)

Considerando p<0,05 (Mann-Whitney).

Tabela 2: Parametros relacionados a Sindrome Metabolica, em adolescentes do
género feminino, estudantes de escolas ptblicas de Vigosa-MG.

“Metabolicamente

Eutréfico obesas de peso Sobrepeso Valordep Valordep
(G1) normal” (G3) G2vs.G1 G2vs. G3
(G2)
Glicemia 78,50 82,50 82,50 0,016 0,695
(mg/dL) (70,00 — 93,00) (69,00 — 104,00) (65,00 — 92,00)
Insulinemia 7,65 10,85 12,80 0,053 0,044
(mg/dL) (2,50 — 16,30) (5,50 — 47,80) (6,30 — 39,80)
HOMA-IR 1,54 2,23 2,67 0,020 0,099
(0,51 —3,74) (1,10 — 12,26) (1,21 - 8,55)

Circunferéncia 64,48 70,00 76,73 <0,001 <0,001
da cintura (cm) (60,50 —70,35) (61,15 -81,75) (67,60 — 105,20)
Triglicerideos 62,00 68,00 79,00 0,252 0,599
(mg/dL) (24,00 — 125,00)  (41,00-219,00) (39,00 — 114,00)
HDL (mg/dL) 51,00 49,50 44,00 0,749 0,033

(28,00 — 84,00) (29,00 — 65,00) (33,00 — 55,00)
Pressao 99,50 107,00 106,00 0,083 0,483
Sistélica (84,00 — 112,00) (90,00 —114,00) (94,00 — 131,00)
(mmHg)
Pressao 67,00 73,00 71,50 0,103 0,975)
Diastélica (55,00 — 80,00) (59,00 — 78,00) (59,00 — 95,00)
(mmHg)

Considerando p<0,05 (Mann-Whitney).
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Tabela 3: Expressdo das citocinas* (nimero de vezes em relagdo ao grupo eutrofico)
de adolescentes do género feminino, estudantes de escolas publicas de Vicosa-MG.

G2 (n=21) G3 (n=23) Valor de P
TNF-a 0,54 1,06 0.133
(0,19 — 3,34) (0,07 — 12,52) ’
IL-6 1,44 0,60 0.134
(0,130 - 24,180) (0,0 - 15,860) ’
IL-10 0,19 1,2
(0,0 - 8,36) (0,0 - 41,36) 0,078

* Mediana (minimo — maximo)

Considerando p<0,05 (Mann-Whitney).

Resultado de 1,8 significa um aumento na expressdo de 80% em relag@o ao grupo eutrofico.
Resultado de 4,05 significa um aumento na expressdo de 305% em relacdo ao grupo eutrofico.
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Grafico 1: Expressdo do TNF-a, IL-6 e IL-10 (em nimero de vezes) das adolescentes do
género feminino “metabolicamente obesas de peso normal” (G2) e com sobrepeso (G3), em
relag@o ao grupo controle.

*As medianas de expressdo de cada grupo estdo representadas por uma linha continua. O nivel de rejeigao da
hipotese de nulidade foi <0,05 (Mann-Whitney).
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Tabela 4: Correlagao da expressdo de citocinas e dos fatores relacionados a Sindrome Metabdlica em adolescentes do género feminino

sobrepeso e nas “metabolicamente obesas de peso normal” (n = 48).

com

TNF-a IL-6 IL-10 Glicemia  Insulinemia HOMA CC TG HDL PAS PAD
TNF-o. 1,000 0,355(*) 0,548(**) -0,197 0,018 -0,059 0,156 0,264 0,064 -0,47 0,170
IL-6 - 1,000 0,340(*) 0,025 -0,025 -0,025 -0,148 0,241 -0,108 -0,102 0,100
IL-10 - - 1,000 -0,060 0,075 0,029 0,243 0,248 -0,256 -0,029 0,200
(Coeficiente de Correlagdo de Spearman)
**p<0,01
*p<0,05

Tabela 5: Correlagdo da expressdo de citocinas e dos fatores relacionados a Sindrome Metabdlica em adolescentes do género feminino

“metabolicamente obesas de peso normal” (n = 24).

TNF-a IL-6 1L-10 Glicemia  Insulinemia  HOMA cc TG HDL PAS PAD
TNF-a 1,000 0463(*)  0,675(**) 0,065 0,144 0,092 0,271 0,328 0,046 20,342 0,021
IL-6 i 1,000 0,584(**)  0,503(*) 0,331 0,390 0,426 0,177 0,175 0217 0,262
IL-10 i i 1,000 0,392 20,088 20,056 0,246 0,054 20,106 0318 0,263
(Coeficiente de Correlagdo de Spearman)
**p<0,01
*p<0,05
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Tabela 6: Correlagao da expressdo de citocinas e dos fatores relacionados a Sindrome Metabolica em adolescentes do género feminino com

sobrepeso (n = 24).

TNF-a IL-6 IL-10 Glicemia  Insulinemia HOMA CC TG HDL PAS PAD
TNF-o. 1,000 0,230 0,390 -0,269 -0,103 -0,181 -0,014 0,202 0,273 0,104 0,287
IL-6 - 1,000 0,418 -0,312 -0,186 -0,224 0,442 0,463(*) -0,281 -0,063 0,65
IL-10 - - 1,000 -0,322 0,049 -0,020 -0,005 0,431 -0,310 0,142 0,297
(Coeficiente de Correlagdo de Spearman)
**p<0,01
*p<0,05
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5.2 ARTIGO 2: Expressao periférica de TNF-a, IL-6 e IL-10 em adolescentes do
género feminino com sobrepeso resistentes a insulina.

Carvalho, G.Q.; Pereira, P.F; Serrano, H.M.S; Franceschini, S.C.C.; De Paula, S.O.;
Priore, S.E; Peluzio, M.C.G.

RESUMO

Objetivos: Avaliar a expressao periférica do TNF-a, IL-6 ¢ IL-10 em adolescentes
do género feminino com sobrepeso e resistentes a insulina, bem como verificar a
relagdo entre marcadores inflamatorios e os parametros relacionados com a sindrome
metabolica. Metodologia: Avaliou-se 20 adolescentes do género feminino com
sobrepeso, pos-puberes, de 14 a 17 anos, as quais foram divididas em 2 grupos: sem
resisténcia insulinica (Si), com resisténcia insulinica (Ri). Coletaram-se dados
relacionados aos parametros da sindrome metabolica: circunferéncia da cintura,
glicemia de jejum, insulinemia de jejum, resisténcia insulinica, triglicerideos, HDL,
pressdo arterial sistolica e diastolica. Avaliou-se a expressao do TNF-a, IL-6 e IL-
10, e a correlagdo destas citocinas com os parametros da sindrome metabolica no
Grupo Ri. Resultados: Ndo houve diferenga na expressdo das citocinas avaliadas
entre os grupos Si e Ri, embora a expressdo periférica de IL-10 no grupo Ri tenha
apresentado-se 370% maior, em relacdo ao grupo Si. Nas adolescentes do grupo Si, a
IL-6 correlacionou-se positivamente com a IL-10, e negativamente com a
insulinemia. A IL-10 correlacionou-se negativamente com a glicemia de jejum no
grupo Si. No grupo Ri, ndo houve correlagdo entre a expressdo de citocinas e os
parametros relacionados com a sindrome metabdlica. Conclusio: Adolescentes com
excesso de peso que possuem resisténcia insulinica apresentaram expressao
periférica dos marcadores inflamatérios semelhante aquelas com excesso de peso
sem resisténcia insulinica. O aumento da IL-10, e sua correlacdo negativa com a
glicemia de jejum, indica possivel papel protetor desta citocina no desenvolvimento
de fatores de risco cardiovasculares.

Palavras-chave: Inflama¢do subclinica, TNF-a, IL-6, IL-10, resisténcia insulinica,

sindrome metabodlica, adolescentes.
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ARTICLE 2: Peripheral expression of TNF-a, IL-6 e IL-10 in female
overweight adolescents with insulin resistance.

Carvalho, G.Q.; Pereira, P.F; Serrano, H.M.S; Franceschini, S.C.C.; De Paula, S.O.;
Priore, S.E; Peluzio, M.C.G.

ABSTRACT

Objectives: To evaluate the peripheral expression of TNF-a, IL-6 and IL-10 in
female overweight adolescents with insulin resistance and to verify the relationship
between peripheral expression of inflammatory markers and the parameters related to
metabolic syndrome. Methodology: Twenty female adolescents in post-pubescent
were evaluated, 14 to 17 years old. They were divided into 2 groups: without insulin
resistance (Si), with insulin resistance (Ri). Data related to the metabolic syndrome
parameters were collected: waist circumference, fasting plasma glucose, fasting
insulin, insulin resistance, triglycerides, HDL, systolic and diastolic blood pressure.
It was evaluated the expression of TNF-a, IL-6 and IL-10, and the correlation of
these cytokines with the parameters of the metabolic syndrome in Ri group. Results:
There was no difference in the expression of cytokines evaluated among Si and Ri
groups, although peripheric expression of IL-10 in the Ri group was 370% larger,
regarding the Si group. In the adolescents of the Si group, IL-6 was positively
correlated with IL-10, and negatively with insulinemia. IL-10 was negatively
correlated with fast glicemia in the Si group. In the Ri group, there was no
correlation between expression of cytokines and the parameters related with the
metabolic syndrome. Conclusion: Overweight adolescents with insulin resistance
had similar peripehric expression to those overweight adolescents without insulin
resistance. The increase of IL-10, and their negative correlation with fast glicémica,
can indicate possible protective paper of this cytokine in the development of
cardiovascular risk factors.

Palavras-chave: Subclinical inflammation, TNF-a, IL-6, IL-10, insulin resistance,

metabolic syndrome, adolescents.
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5.2.1 Introducéo

A sindrome metabolica corresponde a uma série de alteragcdes hemodinamicas
e metabolicas, freqlientemente presentes no individuo obeso. Segundo a Organizac¢éo
Mundial de Saude (OMS), a sindrome metabolica caracteriza-se por alteragdo no
metabolismo da glicose (reducdo da tolerancia a glicose/diabetes “mellitus”) e/ou
resisténcia insulinica, além de dois ou mais dos seguintes fatores: hipertensao arterial
sistémica, obesidade de distribui¢io central, Indice de Massa Corporal (IMC)
elevado, microalbuminuria, valores reduzidos de  HDL-colesterol e
hipertrigliceridemia (I Diretriz Brasileira de Diagndstico e Tratamento da Sindrome
Metabdlica, 2005). No entanto, os pardmetros diagnosticos mais utilizados na pratica
clinica para a sindrome metabolica foram relatados em 2001 pelo National
Cholesterol Education Program — Adult Pannel 111 — NCEP/ATPIII (NCEP, 2001).
Segundo este critério, a sindrome metabolica estd presente quando trés ou mais das
seguintes alteragdes sdo encontradas: hiperglicemia de jejum, circunferéncia da
cintura elevada, hipertensdo arterial sist€émica, hipertrigliceridemia e reducao do
HDL (Santos et al., 2006). A presenca de sindrome metabolica pode aumentar em
duas a trés vezes o risco de morbidade cardiovascular, quando comparado com
individuos sem a sindrome (Filho et al., 2006).

Nao ha consenso sobre a defini¢do de sindrome metabodlica em criangas e
adolescentes. Branddo et al. (2005) relataram a possibilidade de utilizacdo de
parametros semelhantes aos utilizados pelo NCEP-ATPIII para diagnostico da
sindrome metabolica nestes individuos. De acordo com Gilardini et al. (2006),
utilizando os parametros recomendados pelo NCEP-ATPIII, a sindrome metabodlica
acomete cerca de um quarto das criangas e adolescentes obesos.

A aparente associacdo entre obesidade e sindrome metabdlica se deve a
correlagdo entre obesidade e resisténcia insulinica, ¢ ao fato de a resisténcia
insulinica ser o fator fisiopatologico mais importante no desenvolvimento das
alteracdes da sindrome metabolica (Valle et al., 2002). Com a resisténcia insulinica,
as células beta do pancreas aumentam a producdo e secre¢do de insulina como
medida compensatéria, determinando no individuo um quadro de hiperinsulinemia. E
este aumento no nivel de insulina circulante, decorrente da resisténcia a insulina, o
principal fator responsavel pelas alteragdes encontradas na sindrome metabolica,
como a hipertensdo arterial, alteragdes no perfil lipidico, diabetes mellitus tipo 2

(Santos et al., 2006). Ha evidéncias que demonstram que o aumento do nivel de
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insulina precede o desenvolvimento de um potencial fator de risco para a
aterogénese, incluindo baixa concentragdo de HDL-colesterol, trigliceridemia, e
hipertensao arterial (Reaven, 2004).

A resisténcia insulinica pode ser decorrente de diversos fatores, sendo
bastante correlacionada ao sedentarismo, genética ¢ obesidade, principalmente a
obesidade abdominal (Santos et al., 2006). Entretanto, a obesidade por si s6 parece
ndo explicar claramente o desenvolvimento deste distirbio (Sinaiko et al., 2005).

A secregdo de substancias inflamatorias pelos adipdcitos, mesmo em
pequenas quantidades, contribui para inducdo da inflamacdo e ativacdo da resposta
imune. Esses sinais inflamatérios emitidos pelo tecido adiposo, em individuos
obesos, podem ter efeitos locais e sistémicos na promog¢do da aterosclerose e
resisténcia insulinica (Berg et al., 2004). O aumento de marcadores pro-inflamatorios
tem se associado com a diminui¢do da sensibilidade insulinica, e parece ser o elo
entre a obesidade e a resisténcia insulinica (Shoelson et al., 2006). Algumas citocinas
pré - inflamatorias favorecem o estado de resisténcia insulinica, agindo diretamente
nos receptores de insulina, e propiciando o desenvolvimento da sindrome metabolica
nestes individuos (Juge—Aubry et al., 2005). Individuos com sindrome metabolica
apresentam elevados niveis de citocinas e moléculas de adesao, indicando a presenca
de inflamagdo subclinica e, possivelmente, de disfun¢ao endotelial nesta populacdo
(Festa et al., 2000; Salmenniemi et al., 2004). IL-6 e TNF-a s3o citocinas
importantes, pois participam da indu¢do e manutencdo do estado pro-inflamatorio
subclinico associado com a obesidade (Shoelson et al., 2006).

Estudos populacionais avaliando a associag¢do entre inflamacao subclinica e
resisténcia insulinica sdo escassos, principalmente com a populagdo jovem. Estima-
se que quanto mais cedo a presenca de inflamagdo subclinica, maiores os efeitos
deletérios a longo prazo, e maior o risco de desenvolvimento de resisténcia insulinica
e sindrome metabdlica.

Este estudo teve por objetivo avaliar a expressdo periférica de TNF-a, IL-6 e
IL-10, bem como a relagdo entre marcadores inflamatérios e os parametros
relacionados com a sindrome metabolica em adolescentes do género feminino com

sobrepeso e que apresentavam resisténcia insulinica.
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5.2.2 Metodologia

5.2.2.1 Casuistica
Tratou-se de estudo epidemioldgico, transversal, controlado. A populagdo
avaliada constituiu-se de 20 adolescentes do género feminino com sobrepeso e idade
entre 14 e 17 anos, estudantes de escolas publicas de Vigosa — MG. Avaliou-se o
perfil de inflamag¢do de adolescentes com sobrepeso, subdivididas em 2 grupos:
= Controle (Si): adolescentes que apresentavam sobrepeso, sem resisténcia
insulinica (n = 10).

= Resistentes a insulina (Ri): adolescentes que apresentavam sobrepeso e

resisténcia a insulina (n = 10).

Utilizou-se como critério de exclusdo a utilizagdo de medicamentos ou a
presenga de doengas que interferiam na expressdo de marcadores inflamatorios, na
pressao arterial, no perfil lipidico e/ou metabolismo glicidico, e aquelas em periodo
gestacional. Também foram excluidas adolescentes com valores de Proteina C
Reativa >10 mg/L, sendo este valor caracterizado como presenca de possivel
processo inflamatoério ou infec¢do, o que poderia afetar os resultados referentes a
expressao de marcadores inflamatérios (Pearson et al., 2003). Assim, procurou-se
garantir a homogeneidade da amostra, bem como diminuir as interferéncias na
avaliacdo bioquimica, clinica e de composi¢ao corporal.

As adolescentes selecionadas apresentaram menarca hé pelo menos 1 ano. A
escolha de meninas que ja tenham apresentado a menarca deve-se ao fato do estagio
de maturagdo sexual estar relacionado com a composi¢ao corporal, e a presenca da
menarca caracteriza o estdgio maturacional proximo do final (Vitalle et al., 2003).

A inclusdo das adolescentes ocorreu apds consentimento por escrito dos pais
ou responsaveis, mediante assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.
O estudo foi desenvolvido apos aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa com

Seres Humanos da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

5.2.2.2 Métodos

As avaliagdes antropométrica, de composicdo corporal e pressdo arterial
foram realizadas por Unico avaliador, capacitado para tal, no Ambulatério do
Programa de Atencdo a Saude do Adolescente (PROASA) da UFV. As coletas
sanguineas foram realizadas por profissional capacitado no Laboratorio de Analises

Clinicas da Divisdo de Saude da UFV.
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Medidas Antropométricas e Composicao Corporal

O peso e a estatura foram aferidos segundo recomendacdes de Jelliffe (1968),
e utilizados para obtencio do Indice de Massa Corporal (IMC), calculado pela
rela¢do entre peso corporal total, em quilogramas, e estatura, em metros ao quadrado
(kg/m?). Utilizou-se os pontos de corte e a referéncia antropométrica preconizados
pelo Center for Disease Control and Prevention — National Center for Health
Statistics — CDC/NCHS de 2000, segundo percentis para género e idade,
considerando-se com sobrepeso aquelas que possuiam valores de IMC superiores ao
percentil 85 (P85) das curvas do CDC de 2000 (Kuczmarski et al., 2000).

A circunferéncia da cintura (CC) foi aferida durante expiracdo normal, em
duplicata, no ponto médio entre o ltimo arco costal e a crista iliaca, correspondendo
a menor circunferéncia abaixo das costelas e acima do umbigo (Taylor et al., 2000).

A composi¢do corporal foi estimada utilizando-se o aparelho de
bioimpedancia elétrica horizontal (Biodynamics©, modelo 310, versdo 7.1). Esta
avaliacdo foi realizada no mesmo dia em que ocorreu a coleta sanguinea para
avaliacdo dos dados bioquimicos, sendo precedida de 12 horas de jejum. As
adolescentes foram orientadas a seguir procedimentos prévios, a fim de ndo
comprometer os resultados: estar ha pelo menos 7 dias da data da ultima menstruagdo
e 7 antes da proxima; ndo fazer uso de diuréticos pelo menos nos 7 dias anteriores a
realizagdo do exame; nao realizar exercicio fisico nas 12 horas anteriores a realizacao

do exame e urinar 30 minutos antes da realizacdo do exame, com a bexiga vazia.

Pressao Arterial Sistémica

Para avaliagdo da pressao arterial, utilizou-se o monitor de pressdo sanguinea
de inflagdo automatica. A técnica para afericdo da pressdo arterial seguiu as normas
da Sociedade Brasileira de Cardiologia (2006) e do manual do aparelho de pressao
arterial automatico.

Foram realizadas pelo menos trés medidas, com intervalo de um minuto entre
elas, sendo a média das duas Ultimas considerada a pressdo arterial do individuo.
Caso as pressoes diastolicas obtidas apresentassem diferencas superiores a 4mmHg,
novas verificagdes foram realizadas, até que se obtivessem medidas com diferenca

inferior a esse valor. As medi¢gdes foram obtidas no membro superior esquerdo.
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Avaliacdo hioguimica

Os parametros bioquimicos analisados foram: glicemia de jejum, insulinemia
de jejum, HDL e triglicerideos. As amostras foram colhidas por pun¢do venosa, apos
12 horas de jejum, com material descartavel, sendo utilizado o analisador automatico
de pardmetros bioquimicos COBAS®. As analises foram realizadas no Laboratorio
de Analises Clinicas da Divisdo de Saude da Universidade Federal de Vigosa/UFV,
no municipio de Vigosa/MG. Os niveis de insulina foram dosados em um laboratério
de referéncia da cidade do Rio de Janeiro, RJ.

A resisténcia insulinica foi avaliada por meio do modelo matematico HOMA -
IR (Homeostasis Model Assessment - Insulin Resistance), baseado na medida da
glicemia e insulina de jejum (Geloneze & Tambascia, 2006):

HOMA-IR = glicemia (mMol) x insulina (uUmL) + 22,5

O ponto de corte utilizado para adolescentes foi de 3,16 conforme
preconizado na I Diretriz de Prevengdo da Aterosclerose na Infincia e na
Adolescéncia (2005). Valores de HOMA > 3,16 caracterizavam adolescentes com
resisténcia insulinica, enquanto que valores inferiores caracterizavam adolescentes

sensiveis a insulina.

Marcadores de risco para a Sindrome Metabdlica

Em virtude da auséncia de consenso acerca dos parametros e pontos de corte
a serem utilizados no diagndstico da sindrome metabdlica em adolescentes, foram
utilizados os pardmetros recomendados pelo National Cholesterol Education
Program/Adult Treatment Panel III (NCEP/ATPIII) em 2001 para adultos (NCEP,
2001). Tal escolha baseou-se na maior utilizacdo desta referéncia na populacdo
adulta, bem como na relativa facilidade de obtengao dos parametros preconizados.
Segue os parametros propostos para diagnostico clinico da Sindrome
Metabolica pelo NCEP/ATP III (NCEP, 2001):
¢ Glicemia de jejum
e Circunferéncia da cintura (CC)
e Triglicerideos (TG)
e HDL (high density lipoprotein)
e Pressdo Arterial (sistolica e diastolica — PAS e PAD)
Apesar de ndo incluidas no critério proposto pelo NCEP (2001), a insulinemia
de jejum e a resisténcia insulinica também foram consideradas fatores de risco para

sindrome metabolica, tendo em vista que a resisténcia insulinica/hiperinsulinemia ¢é
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considerada o principal fator fisiopatologico da sindrome metabdlica (I Diretriz

Brasileira de Diagnostico e Tratamento da Sindrome Metabolica, 2005).

Quantificacdo do MRNA dos marcadores inflamatorios

A quantificagdo do mRNA dos marcadores inflamatorios foi feita por meio da
técnica quantitativa “Real-Time Polymerase Chain Reaction” (RT-PCR). Para tanto,
foi coletado o “buffy coat” (concentrado de leucocitos) do sangue das adolescentes,
apos centrifugacdo do sangue venoso a 2.260g por 10 minutos em tubo contendo
anticoagulante (tubo vacutainer® com EDTA). Apds coleta, o buffy coat foi
congelado imediatamente em nitrogénio liquido, e conservado a -80°C até o
momento das analises.

v' Extracdo do RNA

O mRNA total da amostra do buffy coat foi extraido utilizando o reagente
Trizol (Invitrogen). Em um eppendorf de 2mL, foram adicionados ImL de Trizol,
incubando por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados
150uL de cloroféormio, agitando manualmente por 15 segundos e incubando a
temperatura ambiente por 2 minutos. Apds centrifugacao (12.000g por 15 minutos a
4°C), A fase aquosa foi transferida para um novo eppendorf de 2mL, no qual foram
adicionados 380uL de isopropanol. A amostra foi incubada por 10 minutos a
temperatura ambiente, e entdo centrifugada a 12.000g por 10 minutos a 4°C. Apos
este processo, o sobrenadante foi cuidadosamente desprezado, e o precipitado foi
lavado com 750uL de etanol gelado (75%), mantendo esta solugdo estocada a -70°C
overnight. Apos este periodo, a amostra foi centrifugada (7500g por 10 minutos a
20°C), desprezando-se cuidadosamente o sobrenadante e secando o precipitado em
estufa (37°C). Na ultima fase, a amostra foi ressuspendida em 40uL de agua
deionizada autoclavada e incubada por 10 minutos a 35°C, a fim de facilitar a
solubilizagdo do mRNA extraido.

v" Reacoes de real time RT-PCR

O DNA complementar foi confeccionado utilizando 11pL de mRNA
extraido, por meio de reagdo utilizando a enzima transcriptase reversa (Fermentas). A
analise quantitativa do mRNA foi realizada pela técnica de PCR em tempo real no
equipamento 7300 Real-Time PCR System - Applied Biosystems, utilizando o
sistema de quantificacdo por fluorescéncia SYBR-Green (Platinum® SYBR® Green
qPCR SuperMix with ROX - Invitrogen). O ciclo da RT-PCR envolveu uma

desnaturacdo inicial de 95°C (10 minutos) e entdo 40 ciclos, com 1 minuto de
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denaturagdo (94°C), 1 minuto de anelamento (56°C) e 2 minutos de alongamento
(72°C), seguidos da curva padrao de dissociacao.

Utilizou-se os “primers” (“sense” e “antisense”) dos mediadores: TNF-alfs 5'
AAGCCTGTAGCCCATGTTGT 3' e TNF-alfas 5' CAGATAGATGGGCTCAT-
ACC 3', IL-6s 5' AAGCCAGAGCTGTGCAGATGA 3' e IL-6as 5> TTTGCCGAA -
GAGCCCTCA 3', IL-10s 5> AGATCTCCGAGATGCCTTCA 3'e IL-10as 5' CCG-
TGGAGCAGGTGAAGAAT 3', e B-actins 5' ATGTTTGAGACCTTCAACA 3' e B-
actinas 5' CACGTCAGACTTCATGATGG 3'. As condigoes de PCR foram
otimizadas considerando a concentragdo do primer, auséncia de formagdo de
dimeros, eficiéncia na amplificagdo dos genes alvo e controle dos genes
constituintes.

Para cada reag@o foram utilizados 20uL de primers (400nM), Sul de cDNA ¢
25uL de SBYR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Os limites de
deteccdo para o resultado positivo da PCR foram baseados nas concentragdes ao
inicio do estudo. Célculos para determinagdo do nivel relativo da expressdo do gene
foram feitos de acordo com instrugdes do fabricante - User’s Bulletin from Applied
Biosystems - tendo como referéncia a f-actina da amostra, usando o método cycle
threshold (Ct). O Ct é ponto onde um aumento exponencial significativo na
quantidade de amplificado (fluorescéncia) ¢ primeiramente detectado (geralmente 10
vezes o valor inicial). As médias dos valores das duplicatas do Ct das adolescentes
com sobrepeso resistentes a insulina foram utilizadas para calcular a expressdao do
gene de interesse de cada individuo do grupo, com a normalizacdo de um controle
interno (3 - actina). Esse valor foi entdo comparado com a expressao do gene de
individuos controle para célculo do aumento da expressao do gene, utilizando a

. — ACt . .
féormula do 2 , também de acordo com o fabricante.

5.2.2.3 Anadlise estatistica

A analise dos dados foi realizada utilizando o software Sigma Statistic® for
Windows, versdo 2.0, sendo utilizado o teste ndo paramétrico Mann-Whitney para
grupos independentes, e o coeficiente de correlacdo de Spearman para avaliacdo da
correlacdo entre varidveis ndo paramétricas. O nivel de rejeicdo da hipdtese de
nulidade foi < 0,05 ou 5%.

Para confecgdo dos graficos, foi utilizado o software GraphPad Prism®
1999, versdo 3.0.
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5.2.3 Resultados

A mediana (minimo — maximo) das caracteristicas gerais da amostra esta
demonstrada na Tabela 1. Nao houve diferenga nas variaveis peso, IMC e gordura
corporal das adolescentes de ambos os grupos, o que sugere a homogeneidade da
amostra em relagdo a composi¢ao corporal. Apesar da distingdo em relacao a
sensibilidade a insulina, as adolescentes de ambos os grupos apresentavam excesso
de gordura corporal.

No que diz respeito as variaveis relacionadas a sindrome metabolica, pode-se
verificar que aquelas resistentes a insulina apresentavam maiores valores de
circunferéncia da cintura, pressdo arterial sistdlica, insulinemia e do indice HOMA-
IR (Tabela 2). Os outros parametros nao diferiram entre os grupos avaliados.

Quando avaliado o perfil inflamatorio das adolescentes, observou-se que nao
houve diferenga na expressdo das citocinas avaliadas entre os grupos (grafico 1),
embora a expressdao periférica de IL-10 no grupo Ri tenha apresentado-se 370%
maior, em relagao ao grupo Si (Tabela 3).

Ao se avaliar a correlagdo entre a expressdo de citocinas e os parametros
relacionados com a sindrome metabolica nas adolescentes de ambos os grupos,
verificou-se correlagdo positiva apenas entre IL-6 e IL-10 (Tabela 4). Nas
adolescentes do grupo Si, a IL-6 também correlacionou-se positivamente com a IL-
10, e negativamente com a insulinemia. A IL-10, ainda, correlacionou-se
negativamente com a glicemia de jejum no grupo Si (Tabela 5). Nao houve
correlagdo entre a expressdo de citocinas e os parametros relacionados com a

sindrome metabolica nas adolescentes do grupo Ri (Tabela 6).

5.2.4 Discussao

No presente estudo, verificou-se que ambos os grupos avaliados ndo
diferiram em relagdo as caracteristicas antropométricas e de composi¢do corporal. No
entanto, no que diz respeito as caracteristicas relacionadas com a sindrome
metabolica, percebeu-se que aquelas com sobrepeso resistentes a insulina possuiam
maiores valores de circunferéncia da cintura, pressao arterial sistolica, insulinemia e

do indice HOMA-IR. Isto indica que a presenca de resisténcia insulinica pode ser
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um fator de risco para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares em individuos
obesos, mesmo em adolescentes.

Em virtude da importancia do papel fisiopatologico da resisténcia insulinica
no desenvolvimento de sindrome metabolica, esta condi¢do tem sido cada vez mais
estudada. Adolescentes obesos apresentam maiores prevaléncias de alteragdes
metabodlicas, como dislipidemias, hipertensdo arterial, diabetes mellitus tipo 2 /
hiperglicemia, hiperinsulinemia / resisténcia insulinica (Valle et al., 2002). Existe
relacdo direta entre a prevaléncia de obesidade e sindrome metabdlica na
adolescéncia, sugerindo que esta sindrome também possa apresentar comportamento
ascendente nos dias atuais (Brandao et al., 2005).

Segundo Lee et al. (2006), utilizando dados de adolescentes de 12 a 19 anos
participantes do National Health and Nutrition Examination Survey 1999-2002, a
prevaléncia de resisténcia insulinica em adolescentes obesos foi de 52,1%. A
resisténcia insulinica ¢ um das primeiras desordens detectadas, e precede o
aparecimento dos demais componentes da sindrome metabolica. A hiperinsulinemia
¢ considerada um fator comum no desenvolvimento das desordens metabodlicas e,
dessa forma, um fator de risco independente para o desenvolvimento de doengas
cardiovasculares na vida adulta (Steiberger et al., 2003; Sookoian et al., 2005).

O maior valor de circunferéncia da cintura verificado nas adolescentes com
resisténcia insulinica pode ser indicativo da participacdo do tecido adiposo visceral
no desenvolvimento deste distirbio. Adolescentes com intolerancia a glicose
possuem maior quantidade de tecido adiposo visceral ¢ menor quantidade de tecido
adiposo subcutaneo (Rodriguez et al., 2004). A distribuicao da adiposidade parece
ser o fator de risco mais importante no desenvolvimento da resisténcia insulinica, e
conseqlientemente, da sindrome metabdlica, do que a quantidade de gordura corporal
total (Oliveira et al., 2004; Pitanga e Lessa, 2006).

A importancia do estudo da inflamagao subclinica em adolescentes se baseia
no fato de que sua presenca em individuos jovens pode aumentar o risco de
morbidade nesta populag¢do, bem como a cronicidade dos distirbios presentes na vida
adulta. Isto sugere possivel efeito deletério da inflamagao subclinica em longo prazo.

Estudos demonstrando associa¢do entre inflamacdo cronica subclinica e
resisténcia insulinica em adolescentes com excesso de peso sdo relativamente
escassos. Em sua maioria, os estudos sdo conduzidos com adultos, e poucos deles
garantem a homogeneidade da amostra. Segundo Chavez et al. (2006), existe

correlagdo positiva entre resisténcia insulinica e marcadores inflamatorios,
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independente da idade, género, e outros fatores de risco para a resisténcia insulinica,
como a obesidade, a inatividade fisica, tabagismo e consumo de alcool. Entretanto,
quando tais fatores ndo sdo controlados, pode haver confusdo na interpretacao dos
resultados.

No presente estudo avaliou-se a expressao periférica de citocinas utilizando
as células que constituem o buffy coat. O buffy coat corresponde a um concentrado
leucocitario, de aparéncia esbranquicada, obtido apds centrifugacdo do sangue total
em tubo contendo anticoagulante. Os estudos conduzidos até entdo com individuos
obesos demonstraram o aumento da expressdo e da secrecao de citocinas pelo tecido
adiposo, bem como o aumento da concentragdo plasmatica destas citocinas (Wang et
al., 2005; De Lorenzo et al., 2007). Pouco se sabe sobre a participacdo das células
mononucleares periféricas na producgdo de citocinas pro-inflamatorias, e conseqiiente
inducdo de processo inflamatdrio subclinico em obesos. Sugere-se que as citocinas
pro-inflamatorias estimulam a ativagdo periférica de células mononucleares do
sistema imunoldgico, os quais aumentam a secre¢do de citocinas, ampliando assim o
processo inflamatorio subclinico visto em individuos obesos (Fantuzzi, 2005).
Estima-se que a obesidade e a resisténcia insulinica em humanos sejam associadas a
ativacdo de células inflamatorias mononucleares € ao aumento da expressao de
citocinas, embora estas células ndo sejam a fonte primaria para elevagdo das
citocinas pro-inflamatorias em individuos obesos (Mello et al., 2008).

A utilizacdo de células sanguineas parece conveniente no estudo da expressao
génica, uma vez que tal amostra pode ser facilmente coletada em suficientes
quantidades e utilizando-se de métodos menos invasivos, em contraste com outros
tecidos, como o adiposo, muscular e hepatico. Além disso, seus resultados sdo mais
reprodutiveis e sdo sensiveis em relacdo a presenca de inflamagdo subclinica na
populagdo estudada (Mello et al., 2008).

No presente estudo verificou-se que, nas adolescentes com sobrepeso
resistentes a insulina, a expressao periférica de TNF-a, IL-6 e IL-10 era semelhante
aquelas sem resisténcia insulinica, embora a IL-10 nas adolescentes do grupo Ri
tenham apresentado um aumento na expressao de 370% em relagdo ao grupo Si.

Estes resultados ndo descartam a possivel presenga de inflamagdo subclinica
nas adolescentes com resisténcia insulinica, € nem a participacao das citocinas pro-
inflamatorias na reducdo da sensibilidade insulinica nestas adolescentes. Isto porque

foi avaliada apenas a participacao das células periféricas na expressdo de TNF-a, IL-
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6 e IL-10, ndo sendo avaliada a participacdo do tecido adiposo na expressao destes
mediadores, e nem o teor das citocinas na circulagdo sanguinea.

O aumento de 370% na expressdo da IL-10, apesar de ndo diferir
estatisticamente em relagdo a expressdo do grupo Si, pode ser clinicamente
importante. As citocinas sdo produzidas na presenca de algum estimulo, sendo
bioativas em concentracdes muito baixas. A ocupacdo de 10% de seu receptor €
suficiente para desencadear uma resposta (Juge-Aubry et al., 2005). Considerando
que a IL-10 ¢ uma citocina com acdo antiinflamatéria, estes resultados podem
representar uma tentativa do organismo em cessar um possivel processo inflamatorio
vigente. Resultados semelhantes foram descritos por Esposito et al. (2003), os quais
afirmaram que, apesar de sua maior expressdo em individuos obesos, a agdo
antiinflamatéria da IL-10 parece ndo ser eficaz, tendo em vista que, sua producdo ¢é
insuficiente para se obter o efeito protetor. Além disso, esta citocina nao ¢ capaz de
cessar o processo inflamatério, o qual possui um mecanismo eficiente de
retroalimentacao.

A correlagdo positiva entre a expressdo periférica de IL-6 e IL10, nas
adolescentes do grupo Si e nos dois grupos juntos (Si + Ri), reforca a hipotese de que
a expressdao de IL-10 aumentaria em virtude do aumento da expressao de IL-6, na
tentativa de regular o processo inflamatorio.

Quando avaliada a relacdo entre a expressdo periférica das citocinas e os
parametros relacionados com a sindrome metabdlica, observou-se correlagdo
negativa entre a expressao periférica da IL-6 e insulinemia de jejum. Este resultado
difere da maioria dos estudos, que sugerem que as citocinas pro-inflamatérias agem
favorecendo o desenvolvimento de resisténcia insulinica e a hiperglicemia (Hak et
al., 2001; Moon et al., 2004; Pickup, 2004).

Moon et al. (2004) demonstraram relagdo entre inflamagdo subclinica e os
componentes da sindrome metabolica em adolescentes (obesos € ndo obesos juntos).
O TNF-a sérico se correlacionou positivamente com os niveis de triglicerideos e a
pressao arterial diastélica. No grupo de adolescentes obesos, o TNF-a sérico se
correlacionou com triglicerideos e a pressao arterial diastolica, ndo sendo encontrada
correlagdo entre esta citocina e colesterol total, HDL, glicemia de jejum e pressao
arterial diastdlica. Segundo Hak et al. (2001), a inflamacao subclinica e a ativacao de
células endoteliais sdo componentes da sindrome metabolica. Sendo assim, além do
controle e perda de peso, o tratamento deste distirbio pode requerer estratégias

antiinflamatoérias (Hak et al., 2001; Salmenniemi et al., 2004).
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Segundo Pickup (2004), a inflamagdo subclinica predispde o
desenvolvimento de resisténcia insulinica, e este por sua vez aumenta a inflamagao
encontrada em individuos obesos, sugerindo um estado de retroalimentacdo do
processo inflamatério. Isto porque a insulina ¢ um hormonio relacionado com a
inibi¢do da sintese de proteinas de fase aguda. Em modelos animais de diabetes, a
resposta inflamatoria de fase aguda ¢ aumentada na deficiéncia de insulina.

A correlacdo negativa entre IL-10 e glicemia de jejum confirmam o efeito
protetor desta citocina. Estudos demonstram correlacdo negativa entre esta citocina e
os parametros relacionados com a sindrome metabolica, exceto o HDL, o qual se
correlaciona positivamente (Manigrasso et al., 2005; Exel et al., 2002). O estudo de
Exel et al. (2002) demonstrou que a elevada expressao de IL-10 no sangue periférico
poderia ser um fator protetor ao desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2.

O conhecimento da dinamica da inflamagdo subclinica em individuos com
excesso de peso se configura como importante campo a ser estudado, necessitando-se
de maior aprofundamento. De modo geral, o que se evidencia ¢ a escassez de estudos
que relacionem a contribui¢do das células periféricas do sistema imunoldgico no
desenvolvimento de inflamag¢do subclinica e resisténcia insulinica. Criangas ¢
adolescentes sdo populagdes pouco estudadas, apesar da importancia clinica da
presenca de tais distirbios em individuos jovens. Deve-se avaliar o efeito em longo
prazo da inflamacdo cronica subclinica, a fim de se conhecer o impacto da presenga
precoce desta condicdo. Sugere-se a realizagdo de estudos longitudinais com

individuos jovens para avaliagdes neste sentido.

5.2.5 Conclusao

Neste estudo, as adolescentes com sobrepeso resistentes a insulina possuiam
maiores valores de circunferéncia da cintura, pressdo arterial sistélica, insulinemia e
do indice HOMA-IR, em detrimento daquelas sem resisténcia insulinica. A
expressdo periférica do TNF-a, IL-6 e IL-10 foi semelhante nas adolescentes com
sobrepeso resistentes a insulina e naquelas sem resisténcia insulinica, embora a
expressao periférica de IL-10 no grupo Ri tenha apresentado-se 370% maior, em
relagdo ao grupo Si. A correlacdo negativa entre IL-10 e IL-6 sugere a inter-relagdo

entre os processos pro e antiinflamatorios, como uma tentativa do organismo de

regular o processo inflamatorio.
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Em relacdo aos componentes da sindrome metabolica, ao contrario do
relatado pela literatura, a IL-6 correlacionou-se negativamente com a insulinemia de
jejum. A IL-10 correlacionou-se negativamente com a glicemia de jejum, refor¢gando
o papel protetor desta citocina no desenvolvimento de fatores de risco

cardiovasculares.
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5.2.6 Tabelas e graficos

Tabela 1: Caracteristicas antropométricas de adolescentes do género feminino,
estudantes de escolas publicas de Vigosa-MG.

Sensiveis a insulina Resistentes a insulina

(Si) (Ri) Valor de p
n=10 n=10
Idade (anos) 15 15,5 0,705
(14-17) (14-17)

Peso (kg) 66,4 73,45 0,212
(57,4 -90,0) (59,3 - 116,0)

Estatura (cm) 160,9 159,4 0,791
(148,6 — 165,9) (152,9 - 167,3)

IMC (kg/m?) 26,1 28,78 0,385
(24,15 —33,58) (23,45-41,4)

GC (%) 30,95 34,4 0,089
(29,2 — 39,6) (29,8 — 42,40)

Considerando p<0,05 (Mann-Whitney).

Tabela 2: Pardmetros relacionados a Sindrome Metabolica, em adolescentes do
género feminino, estudantes de escolas publicas de Vicosa-MG.

Sensiveis a insulina Resistentes a insulina

(Si) (RI) Valor de p
n=10 n=10
Glicemia (mg/dL) 78,5 85,0 0,104
(65,0 — 89,0) (71,0 -92,0)
Insulinemia (mg/dL) 11,0 23,65 <0,001
(6,3 —13,3) (16,2 — 39,8)
HOMA -IR 1,921 4,87 <0,001
(1,212 - 2,855) (3,197 — 8,549)
Circunferéncia da 74,55 84,2 0,014
cintura (cm) (67,70 —91,6) (74,45 -105,2)
Triglicerideos 69,5 87,5 0,082
(mg/dL) (44,0 — 104,0) (60,0 — 114,0)
HDL (mg/dL) 46,0 36,5 0,226
(33,0 - 52,00) (34,0 - 55,0)
Pressao Sistolica 100,0 109,5 0,034
(mmHg) (94,0 — 130,0) (101,0 - 131,0)
Pressdo Diastélica 70,00 73,5 0,199
(mmHg) (60,0 — 88,0) (63,0 —95,0)

Considerando p<0,05 (Mann-Whitney).
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Tabela 3: Expressdo das citocinas* (nimero de vezes em relagdo ao grupo eutrofico)
de adolescentes do género feminino com sobrepeso e resisténcia insulinica (Ri) e
naquelas com sobrepeso sem resisténcia insulinica (Si), estudantes de escolas
publicas de Vicosa-MG.

Si Ri Valor de P
TNF-a 0,272 0,15 0.791
(0,01 —0,78) (0,01 —4,62) ’
IL-6 0,36 0,11
(0,06 —9,23) (0,05 —3,49) 0,391
IL-10 1,22 4,70 0.910
(0,06 - 88,82) (0,04 — 60,86) ’

* Mediana (minimo — maximo)

Considerando p<0,05 (Mann-Whitney).

Resultado de 1,22 significa um aumento na expressao de 22% em relagdo ao grupo Si.
Resultado de 4,70 significa um aumento na expressdo de 370% em relagdo ao grupo Si.
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Gréfico 1: Expressdo do TNF-a, IL-6 e IL-10 (em numero de vezes) das
adolescentes do género feminino com sobrepeso sem resisténcia insulinica (Si) e
com sobrepeso resistentes a insulina (G3), em relagdo ao grupo controle.

*Expressdo do mRNA acima de 10x foram representados como 10.
**As medianas de expressao de cada grupo estdo representadas por uma linha continua. O nivel de
rejeicdo da hipétese de nulidade foi <0,05 (Mann-Whitney).
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Tabela 4: Correlagao da expressdo de citocinas e dos fatores relacionados a Sindrome Metabolica em adolescentes do género feminino com sobrepeso

(n = 20).
TNF-o IL-6 IL-10 Glicemia Insulinemia HOMA CC TG HDL PAS PAD
TNF-a 1,000 0,194 0,407 -0,244 -0,194 -0,215 0,109 0,185 0,288 0,241 0,347

IL-6 - 1,000 0,594(**) -0,131 -0,047 -0,033 -0,177 0,403 -0,255 0,139 0,126
IL-10 - - 1,000 -0,259 0,071 -0,060 -0,133 0,344 -0,354 -0,044 0,140

(Coeficiente de Correlagdo de Spearman)

**p<0,01

*p<0,05

Tabela 5: Correlagdo da expressdo de citocinas e dos fatores relacionados a Sindrome Metabodlica em adolescentes do género feminino com sobrepeso

sensiveis a insulina (n = 10).
TNF-a IL-6 IL-10 Glicemia Insulinemia HOMA CC TG HDL PAS PAD
TNF-o 1,000 0,176 0,442 -0,372 -0,164 -0,200 -0,091 0,273 0,263 0,365 0,438
IL-6 - 1,000 0,745(*) -0,463 -0,648(*) -0,491 -0,600 0,321 -0,092 -0,097 0,036
IL-10 - - 1,000 -0,652(*) -0,576 -0,467 -0,612 0,321 -0,226 -0,134 -0,043
(Coeficiente de Correlagdo de Spearman)
**p<0,01
*p<0,05
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Tabela 6: Correlagdo da expressdo de citocinas e dos fatores relacionados a Sindrome Metabodlica em adolescentes do género feminino com sobrepeso

resistentes a insulina (n = 10).

TNF-o IL-6 IL-10 Glicemia Insulinemia HOMA CC TG HDL PAS PAD
TNF-o. 1,000 0,283 0,297 -0,067 -0,140 -0,176 0,394 0,406 0,122 0,176 0,321
IL-6 - 1,000 0,367 0,293 0,176 0,117 0,217 0,317 -0,252 0,583 0,167
IL-10 - - 1,000 0,116 0,140 0,091 0,394 0,224 -0,610 0,030 0,273
(Coeficiente de Correlagdo de Spearman)
**p<0,01
*p<0,05
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A utilizagdo do “buffy coat” (concentrado de leucdcitos) nas andlises de
expressao génica permitiu o conhecimento da participagdo das células periféricas do
sistema imunologico na expressao de citocinas relacionadas com o perfil inflamagao
subclinica encontrado em individuos do género feminino com excesso de gordura
corporal.

O aumento da expressao periférica de citocinas foi verificado nas
adolescentes com excesso de gordura, independente do excesso de peso corporal.
Adolescentes “metabolicamente obesas de peso normal” apresentaram perfil
metabolico, inflamatorio e de composi¢do corporal semelhante as adolescentes com
sobrepeso (com excesso de peso e gordura corporal). Pode-se, assim, afirmar que o
risco de desenvolvimento de doengas cronicas nao-transmissiveis esta associado ao
excesso de gordura corporal, mesmo em individuos jovens.

Embora poucos pardmetros da sindrome metabdlica tenham se relacionado
com a expressdo de citocinas, verificou-se correlagdo positiva entre IL-6 e glicemia
nas adolescentes ‘“metabolicamente obesas de peso normal”, e entre IL-6 e
triglicerideos nas adolescentes com sobrepeso. Sugere-se que a inflamagao subclinica
possa constituir importante componente encontrado em adolescentes com excesso de
gordura corporal, influenciando a fisiopatologia e tratamento da sindrome
metabolica. Talvez, o maior tempo de exposicdo a inflamagdo subclinica possa
significar maiores alteracdes metabolicas, o que ndo foi possivel avaliar neste
trabalho por se tratar de um estudo transversal.

A maior expressao de IL-10 nas adolescentes com sobrepeso, em relagdo as
eutroficas, e nas com sobrepeso resistentes a insulina, em relacdo as sem resisténcia
insulinica, se configura como importante resultado encontrado neste estudo. O
aumento da expressdo de citocinas antiinflamatérias traduz a complexidade da
resposta inflamatdria. Provavelmente, este fato se deve a tentativa do organismo em
cessar a produgdo de citocinas pro-inflamatorias, promovendo assim a homeostasia.
Como a expressao das citocinas pro-inflamatoérias permanece aumentada, sugere-se
que a agdo da IL-10 ndo seja suficiente para sobrepor a acdo do TNF-a e da IL-6.

O conhecimento da dindmica do processo de inflamacdo subclinica em
individuos jovens com excesso de gordura corporal propicia a compreensdo da

participagdo do tecido adiposo no desenvolvimento de doengas cronicas nao-
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transmissiveis nesta populacdo em especial. Nao se conhece, no entanto, o efeito em
longo prazo da presenca de inflamagao subclinica na prevaléncia e cronicidade dos
disturbios metabdlicos. Também faz-se necessario conhecer a dindmica do processo
inflamatorio em adolescentes do género masculino com excesso de gordura corporal,

a fim de se verificar possiveis diferencgas relacionadas ao género.
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ANEXO II
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Estou ciente de que:

1. Os procedimentos que serdo adotados na pesquisa “Inflamagéo cronica
subclinica e resisténcia insulinica: imunomodulacdo em adolescentes com
sobrepeso e metabolicamente obesas de peso normal” sdo resumidos em:
aplicagao de questionarios para obtencdo de dados pessoais e de saude, avaliagdo
antropométrica por métodos ndo invasivos (peso, altura, circunferéncia da cintura,
avaliacdo da composi¢do corporal por impedancia elétrica horizontal e bipedal),
afericdo da pressdo arterial, realizagdo de exames laboratoriais para analise do
colesterol total e fracdes, triglicerideos, glicemia, insulina de jejum, e marcadores
inflamatorios.

2. Nao serei submetido a nenhum tipo de intervencdo que possa causar danos a
minha satde.

3. A minha participacdo ¢ voluntaria. Tenho o direito de abandonar o estudo a
qualquer momento sem justificativa.

4. Os dados obtidos estardo disponiveis para a equipe envolvida na pesquisa e
poderdo ser publicados com a finalidade de divulgacdo das informagdes cientificas
obtidas, ndo sendo divulgada a identidade dos voluntarios.

5. Eu ndo receberei remuneragdo por minha participagao nesse projeto.

6. Se houver descumprimento de qualquer norma ética poderei recorrer ao Comité de
Etica na Pesquisa com Seres Humanos da UFV, dirigindo-me ao seu Presidente:

Gilberto Paixdo Rosado, pelo telefone: 3899-1269.

De posse de todas as informagdes necessarias, concordo em participar do projeto.

Voluntario :

Data: / /

Em caso de dudvidas, entrar em contato:
Gisele Queiroz Carvalho - Nutricionista (CRN 2006100192)
Telefone: 3892-5494
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ANEXO III
UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE NUTRICAO E SAUDE

Nome Data:

Nome do responsavel

Data de Nascimento
Idade:

Telefone:

Escola:

Grupo: ( )controle ( ) sobrepeso () metabolicamente obesa de peso normal

Data da menarca Data da tltima menstruagao

Possui alguma doenga? ( )Nao ( )Sim

Faz uso de algum medicamentos (incluindo anticoncepcional)? ( )Sim ( )Nao
Quais? Ha quanto tempo?
Fuma? ( )Sim ( )Nao

Ingere bebidas alcodlicas?

Com que freqiiéncia?

Avaliacdo Antropométrica e Bioguimica

Parametro/Indice Valores

Peso (Kg)

Estatura(cm)

IMC (kg/m”)

IMC/T (percentil)

Gordura corporal (%)

Circunferéncia da cintura (cm)

Pressao arterial (mmHg)

Parametros bioquimicos

Glicemia de jejum (mg/dL)

Insulinemia de jejum (mg/dL)

Resisténcia insulinica (HOMA)

HDL

Triglicerideos
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